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RESUMO

Diversas espécies do género Herbaspirillum sdo organismos fixadores de nitrogénio
atmosférico capazes de se associar endofiticamente com plantas de interesse
econdbmico, como milho, arroz, trigo, sorgo e cana-de-agucar. Herbaspirillum
seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans séo espécies préximas e apresentam
um padrédo de colonizagcao contrastante quando inoculadas na variedade B-4362 de
cana-de-acucar. H. seropedicae € um diazotrofo que promove o crescimento vegetal
e aumenta a produtividade, enquanto H.rubrisubalbicans é o causador da doenca da
estria mosqueada na variedade B-4352 de cana de acgUcar e da estria vermelha em
variedades susceptiveis de sorgo. Com o objetivo de entender o fendtipo
contrastante e identificar os fatores possivelmente relacionados com a interacéo
planta bactéria foram feitas comparacdes in silico entre os genomas das estirpes M1
e SmR1 de H.rubrisubalbicans e H. seropedicae, respectivamente. Entre as
diferencas gendmicas observadas foram encontrados genes envolvidos com o
metabolismo de lipopolissacarideos, genes que codificam para adesinas e proteinas
efetoras do Sistema de Secrecdo do Tipo lll. Também foi identificado, apenas em
H.rubrisubalbicans,um cluster envolvido com a biossintese de celulose (wss). A
expressdo dos genes relacionados com a biossintese de celulose é aumentada
guando a estirpe M1 esta aderida a superficie de plantulas de milho. Neste trabalho
foi construida uma estirpe mutante de H.rubrisubalbicans no gene wssD e a andlise
do seu fendtipo mostrou que a capacidade de formacédo de biofilme, o nUmero de
bactérias colonizando epifiticamente e endofiticamente raizes de milho diminuiu em
comparacao com a estirpe selvagem ML1.. Estes dados mostram que a biossintese
de celulose esta relacionada aos processos de interacdo planta bactéria e que a
presenca deste cluster de genes em H.rubrisubalbicans pode estar envolvido com as
diferencas fenotipicas observadas entre as bactérias estudadas

Palavras chave: Herbaspirilum rubrisubalbicans, Interacdo planta-bactéria,

exopolissacarideos, celulose.



ABSTRACT

Several species of Herbaspirillum genus are nitrogen fixers capable of endophytic
association with important agricultural crops, such as maize, rice, wheat, sorghum
and sugar-cane. Herbaspirillum seropedicae and Herbaspirillum rubrisubalbicans are
closely related species and have a contrasting pattern of colonization when
inoculated in the sugar-cane cultivar B4362. H. seropedicae is a diazotroph that
promotes plant development and increases productivity whereas H.rubrisubalbicans
causes the mottled stripe disease in that susceptible sugar-cane cultivar and also the
red stripe disease in sorghum cultivars. To understand this contrasting phenotype
and identify the factors that participate in the plant-bacterial interaction were made
genomic comparisons in silico between the strain M1 and SmR1 of
H.rubrisubalbicans e H. seropedicae, respectively. Comparisons were made by
analysis in silico. Among the genomic differences observed we found genes involved
with lipopolysaccharide metabolism, genes coding for adhesins and effector proteins
of Type Ill Secretion System. It was also identified, only H.rubrisubalbicans, a cluster
involved with cellulose biosynthesis (wss). The expression of genes related to the
cellulose biosynthesis is increased when the strain M1 is attached to the surface of
maize seedlings. In this work it was constructed a mutant strain of H.rubrisubalbicans
in the gene wssD and analysis of its phenotype showed that the biofilm formation
capacity, the number of bacteria colonizing endophyte and epiphytically maize roots
decreased compared to wild type M1. These data show that the cellulose
biosynthesis is related to processes of bacteria plant interaction and that the
presence of this gene in H.rubrisubalbicans may be involved with phenotypic
differences observed between the studied bacteria.

Keywords: Herbaspirillum rubrisubalbicans, plant-bacteria interaction,
exopolysaccharides, cellulose.

vi



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Colonizagao de tecidos de milho e trigo por H. seropedicae.................... 18

Figura 2- Doenca da estria mosqueada causada por Herbaspirillum rubrisubalbicans

< g Jor- T = T [SRr= ol U or= | PRSPPI 19

Figura 3 — Herbaspirillum rubrisubalbicans e Herbaspirillum seropedicae colonizando

feixes vasculares de folha de SOrgO ........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 20
Figura 4 - Estrutura linear da CelUlOSE..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 21
Figura 5 - Via da Biossintese de celulose em Acetobacter xylinum. ...........cccccceeene 22
Figura 6 - Modelo metabdlico de biossintese de celulose em G. xylinus.. ................ 22

Figura 7 - Organizacdo do cluster de biossintese de celulose em Herbaspirillum

FUDFISUDAIDICANS ... nannnnes 24
Figura 8 - Esquema ilustrativo da Adeséo e formacao de biofilme bacteriano......... 26

Figura 9 - Esquema de amplificacdo de uma regido do gene wssD de

H.rUDISUDAIDICANS. . oo 40

Figura 10 - Os fragmentos de PCR foram clonados no vetor pTZ57R/T dando origem
A0 PlasMide0 PHRTRTL.. ...t e e e e e e e eeeeeeens 41

Figura 11 - Esquema de clonagem do cassete Km ao plasmideo pHRTRTL ........... 42

Figura 12 - Esquema da inoculacdo das plantas de cana-de-acUcar B-4362 com as
estirpes M1 e TRT de H.rubrisubalbicans. ............cccovviiiiiiii e, 52

Figura 13 — Sistema utilizado para obtencdo das amostras de pelicula bacteriana
observadas €M MEV. ... 54

Figura 14 - Organizacdo do cluster de biossintese de celulose em Herbaspirillum
0] o g ISTU T =11 o] o= T o ST 1Y i S 56

vii



Figura 16 - Determinacdo do numero de bactérias aderidas a raiz de milho, 30
minutos apos a inoculagdo, na presenca de celulase. ............cccceeeeeiieiiiiiiiiiiiieeenenn. 58

Figura 15 — Expressao do gene wssB em células de Herbaspirillum rubrisubalbicans
M1 crescidas em meio liquido (controle) e aderidas a superficie de raizes e milho 1 e

G0 1= TS=T o To TSI T o Yo U1 = To> Vo P 59

Figura 17 - Gel de eletroforese corado com Brometo de Etideo evidenciando o

produto da reacdo de PCR com 0S primers WSSD1 € 2........ccoovvveviiviiiinieeeeneeeeiiiinnnnnn 61

Figura 18 - Esquema de clonagem do inserto wssD no vetor pTZ57R/T , originando o

PlasSMIAEO PHRTRT L. ...t e e e e e eeeeeaeas 62
Figura 19 - Digestdo do plasmideo pUC4K para a obtencéo do cassete Km ........... 63
Figura 20 - Plasmideo pHRTRT1 com o cassete Km inserido no sitios BamHl........ 63
Figura 21 - Esquema do plasmideo pHRTRL KM .......oiiviiiioieeeeieeeeeee e 64

Figura 22 - Perfil de crescimento das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans....66

Figura 23 - Coloracdo com Vermelho congo evidenciando a menor producdo de

glucanas pela estirpe TRT em comparacdo com a estirpe M1..........ccooeeeeeiviiiinnnnnnnn. 67

Figura 24 - Ensaio colorimétrico com o corante vermelho congo 0,005% em meio

(1 To [0 To (o ==Y g = To | ¢= ox= Lo JA RSP PPPRI 67

Figura 25 - Determinacédo da presenca de EPS produzidos pelas estirpes M1 e TRT1

de H.rubrisubalbicans através do ensaio de Ligacdo relativa ao Vermelho Congo

Figura 26 - Verificacdo de formacédo de biofilme em matriz inerte, através da

coloragdo com violeta de genciana apos 2, 4, 6 e 8 horas de inoculagéo................. 69

Figura 27 - Coloragdo do Biofilme com calcoflior. Ensaio de microscopia de
fluorescéncia em 1& de vidro corada com calcoflior evidenciando a presenca de

celulose apenas na estirpe M1 de H.rubrisubalbicans ...........cccccccviiiiiiiiiiiieeeiiiinnn, 71

viii



Figura 28 - Ensaio de Motilidade realizado com as estirpes M1 e TRT1 de

H.orUBDIISUDAIDICANS. . oo 74

Figura 29 — Determinacdo da atividade celulolitica das estirpes M1 e TRT1 de

H.rUDFSUDAIDICANS. ... e e e e e 76

Figura 30 - Ensaio de Adesdo realizado com as estirpes M1 e TRT1 de

H.rUDISUDAIDICANS. ... e e e 78

Figura 31 - Contagem de bactérias totais realizado com as estirpes M1 e TRT1 de

H.oFUDEISUDAIDICANS. ...t 79

Figura 32 - Contagem de bactérias endofiticas de raizes de milho inoculados com

as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans..............cccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 80

Figura 33 - Ensaio de medicédo do Peso seco e do Peso Fresco de plantas de milho

inoculadas com M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans ap6s 7 dias de inoculagao......... 81

Figura 34 - Ensaio de medicdo do comprimento da parte aérea e da raiz e a
contagem do ndamero de raizes adventiceas de plantas de milho inoculadas com M1
e TRT1 de H.rubrisubalbicans apds 7 dias de inoculagao. ..........ccccceeeeeriiiiivinieennnnn. 82

Figura 35 - Ensaio de patogenicidade realizado com plantas de Cana de acgucar B-
4362 inoculadas com M1 e TRT de H.rubrisubalbicans. ...........cccccoooeiviiiiiiiinn e, 84

Figura 36 — Microscopia Eletrdnica de Varredura das estirpes M1 e TRT1 de

H o FUDEISUDAIDICANS. ... oot 86

Figura 37 — Ensaio de Adesdo e Competicdo entre as estirpes M1, TRT1 de

H.rubrisubalbicans e a estirpe SmR1 de H. seropediCae. ...............uueuvviiinieiiiiinennnnnne 88

Figura 38 — Ensaio de Competicdo epifitica entre as estirpes M1, TRT1 de
H.rubrisubalbicans e as estirpes RAM10 e SmR1 de H. seropedicae 1 dia apds a

IMOCUIAIGAD ... 88

Figura 39 — Ensaios de Adesédo em Competicdo com as estirpes M1 e RAM10 de H.

seropedicae nas proporgdes 1:1, 1:10 € 10:1 ..ovvverieiiiiie e 89



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — ESTIRPES BACTERIANAS ... 31
TABELA 2— COMPOSICAO DO MEIO LB ..o, 32
TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO NFBHP-MALATO .....ccocoveveieeeeceeeeeee, 32
TABELA 4 — ANTIBIOTICOS E CONCENTRACOES UTILIZADOS .......ccccocuvvnnne, 33

TABELA 5 — DESCRICAO DO PLASMIDEO UTILIZADO PARA AS CLONAGENS.40
TABELA 6 - SOLUCAO NUTRITIVA PARA PLANTAS PLANT MEDIUM.................. 46
TABELA 7 — PRIMERS UTILIZADOS NAS AMPLIFICACOES DESTE TRABALHO 60

TABELA 8: TAXA DE CRESCIMENTO E TEMPO DE GERAQAO DAS ESTIRPES
M1 E TRT1 DE H.rubrisubalbiCaNS .......ceueeeieeeee e 66

TABELA 9: COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS AMOSTRAS DE EPS
PURIFICADAS DAS ESTIRPES M1 E TRT1 DE H.rubrisubalbicans. ...................... 75



LISTA DE ABREVIATURAS

CMC = Carboximetilcelulose

D.A.L = Dias apo0s a inoculagéo

D.O = Densidade otica

DNA = Acido desoxirribonucléico

dNTPs = 5’trifosfato de 2’ desoxinucleotideo
EDTA = Acido etilenodiamino-tetra-acético
EPS = Exopolissacarideo

FBN = Fixacao biologica de nitrogénio
GFP = Do inglés “green fluorescent protein”
kb = Quilopares de base

Km = Canamicina

kV = Quilovolts

L = Litro

pb = Pares de base nucleotideos

PCR = Reacdo em cadeia da polimerase
rpm = Rotac¢des por minuto

SDS = Dodecilsulfato de sodio

Sm = Estreptomicina

Tc = Tetraciclina

Tris = Tris(hidroximetil)-aminometano
TSS = do inglés “transformation and storage solution
U = Unidade enzimatica

X-gal = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo

Xi



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt ettt e et e eteeaennanis 16
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 17
2.1 O Género Herbaspirillum...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
2.1.1 Herbaspirillum SeropediCag..........ccovvveeriuiiiii e 17
2.1.2 Herbaspirillum rubrisubalbicans ................ccccoiiiiiiiiiiiiis 18
2.1.3. Estrutura, biossintese e fungéo da Celulose em bactérias ..................... 20
2.1.4 Comparagédo gendmica entre H. seropedicae x H.rubrisubalbicans ........ 23

2.2 BIOTIME e 25

3. JUSTIFIC ATV A et e e e e e een e eees 28
O 1= N 1Y L 1 TS 30
4.1 ODJELIVO GEIAI ....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiie bbb 30
4.2 ODbjetivos €SPECITICOS .....cciiiiiiiiiii i 30

5. MATERIAIS E METODOS ...ttt 31
ST =7 Tox (=] = LT PP PP TP PPTPPPPPPRPT 31
5.1.1 Meios de cultivo para E. COli ......ccoovriiiiiiiiiie e 31

5.2 ANEIDIOUICOS ...t e e e e e 33
5.3 Estocagem das DACIEIAs .........ccoiiii i 33

5.4 Preparo de células de E. coli competentes utilizando TSS “Transformation

aNd StOrage SOIULION ... .. .uiiiiiiiiiiiiiieie bbb 34
5.4.1 Transformacao Bacteriana por Choque TErmico ..............euvvevveemvmnnnnnnnnnns 34

5.5 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli estirpe Topl0 e

Herbaspirillum rubrisubalbicans estirpe M1 ..., 34

Xii



5.5.1 Transformagao bacteriana por eletroporagao ..............ccccuevuevvvienenmnnnnnnnnns 35

5.6 Purificacdo de Plasmideos em Pequena Escala............ccccceeevieiiiiieiiiiicinneeenn, 35
5.7 Purificacdo de DNA gendmico de H.rubrisubalbicans..............cccccvvviiiinnnnnn. 36
5.8 Eletroforese de DINA ... ...ttt 37
5.9 Clivagem de DNA com Endonucleases de ReStriG80 ...........ccevvvvvviiiieiiieeennnnn. 37
5.10 Preparo dos Vetores e Insertos para a Clonagem ..........ccccevvvevvveiiiiiieeeennnn. 38
5.11 Ligacdo de Fragmentos de DNA a VEtOreS.........cccovvvvviviiiiiieieeeeeeieee e 38
5.12 Sequenciamento de DNA.........oooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 38
5.13 Amplificacdo de Fragmentos de DNA por PCR...........oiiiiiiiiiiiiieccee e, 39
5.14 Mutagénese dos genes wss de H.rubrisubalbicans ..............cccccvviiiiiinnnen. 40
5.15 Determinacao da atividade celulotica das estirpes analisadas...................... 43
5.16 Isolamento de RNA total pelo método do Trzol® .........c.cccceeeeveveveeeerieenn. 43
5.17 SinteSe d0 CDNA ...ttt e e e e e e e e e e 44
5.18 Reacdo de PCR em temMPO r€al ........cccovviiiiiiiiiiiee e 44
5.19 Condigdes da PCR em tempo real..........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 45

5.20 Experimentos de interagdo entre as estirpes SmR1 e RAM10 de H.

seropedicae, M1 e mutantes de H.rubrisubalbicans em plantulas de milho (Zea

T 1Y) TSSO 45
5.20.1 CUltivares VEJELAIS..........uuuuiiiii et 45
5.20.2 Desinfecgcao das sementes para germinagao ................eeeeeevumenenmnnnnnnnnns 45
5.20.3 Condicdes de cultivo das plantulas de milno ............cccccciiiiiiiiiiiinnnnnn. 46

5.20.4 Desinfeccdo das plantulas de milho (Zea mays) para realizacdo dos

ensaios de COlONIZAGAO INTEINA........oiiii i 47
5.20.5 Preparacao dos inéculos de Herbaspirillum sp. ........cccccvvvviviiiiiiiinnnnnnns 47
5.20.6 In6culo das estirpes bacterianas em milho ou cana de aclcar.............. 47

xiii



5.20.7 Ensaios de adesao das estirpes de Herbaspirillum sp. as raizes de

5.20.8 Ensaios de colonizacdo epifitica das raizes de milho pelas estirpes de

Herbaspirillum SP. ....coooieii e 48

5.20.9 Ensaios de colonizacao interna das raizes de milho pelas estirpes de

Herbaspirillum SP. ....coooieii e 48

5.20.10 Ensaios de competicdo das estirpes de Herbaspirillum sp. pela

colonizacéo dos tecidos internos das raizes de milno ..., 49
5.21 Medicéo dos parametros de desenvolvimento de milno ..........cccevveieeeenn. 49
5.22 Ensaio de formacao de Biofilme bacteriano em matriz inerte ....................... 50
5.23 Andlise da composiCa0 MONO0SSACANAICA ......uveeeeeiiiiiiiiiiie e 50

5.24 Cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (GC-MS) .......oovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 51

5.25 Ensaio de patogenicidade em plantas de cana de acucar inoculadas com

estirpes de H.rubrisubalbiCans. ... 51
5.26 Extracdo de EPS de cultura bacteriana ...............ccceevvviiiiiiiiieeicceeee e 52
5.27 Ensaios de coloracdo por Vermelho congo ou calcofllor..........ccccccevvvvveene... 53
5.28 Ensaios de Microscopia 6ptica e Microscopia de Fluorescéncia................... 53
5.29 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) .........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 54
. RESULTADOS E DISCUSSAD .....coiiiieieeeeeceeeee et 55

6.1 Comparacéo in silico dos genomas de Herbaspirillum seropedicae SmR1 e do
genoma parcial de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1..............cccccevvvviiiicenneeenn. 55

6.2 Andlise do operon wss de H.rubrisubalbicans in Silico.............ccccovvvviiieene. 55

6.3 Ensaios de adesdo bacteriana a raiz de milho na presenga da enzima

CRIUI B ..o ———— 57

6.4 Andlises de PCR quantitativa para avaliacdo da expresséao dos genes wss..59

Xiv



6.5 Construcdo de organismos mutantes no gene wssD de Herbaspirillum

FUDFISUDAIDICANS ... e e 60

6.6 Caracterizacdo do crescimento bacteriano das estirpes M1 e TRT1 de

H.rubrisubalbiCans ... 65
6.7 Ensaios de Coloracéo de celulose com Vermelho congo ...........ccccevvvvceeeennnn. 66

6.8 Formacdo de Biofilme em matriz inerte pela bactéria H.rubrisubalbicans
ESHIPES ML € TRT L. i e e et e e e e e e e e e e ee e 69

6.9 Verificagdo da Formacgao de biofilme bacteriano em matriz inerte utilizando
coloraGao com CalCOFIUON. .........uueeiiiiiieie e 70

6.10 Ensaio de Motilidade das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans .......... 72

6.11 Anélise da Composicdo Monossacaridica dos Exopolissacarideos produzidos
pelas estirpes M1 e TRT 1 de H.rubrisubalbicans através de cromatografia

(012 501> PP 75

6.12 Determinacdo da atividade -celulolitica das estirpes M1 e TRT1 de

H.FUDFSUDAIDICANS ... e e e 76

6.13 Ensaios de Interacdo planta bactéria realizados com a estirpe selvagem de
H.rubrisubalbicans M1 e mutante TRTL......cccooeiiiiiiiiiiiiie e 77

6.14 Determinacdo dos parametros de crescimento da planta de milho 7 dias apés

a inoculacdo com as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans.......................... 81
6.15 Ensaios de Patogenicidade com plantas de Cana-de-acucar B-4362 ......... 83

6.17 Ensaios de Competicdo entre as estirpes M1 e TRT1 de Herbaspirillum

(U] oY TSTUT 0= 11 o Tot=1 o = 87
7 CONCLUSOES ..o e, 91
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coi i ittt 92

XV



16

1. INTRODUCAO

O género Herbaspirillum pertence a classe B das Proteobactérias e
compreende organismos fixadores de nitrogénio atmosférico sob condi¢cdes de
microaerofilia. (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992). Dentre as varias
espécies descritas estdo Herbaspirilum seropedicae e Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et al., 1997).

H. seropedicae é encontrado em associacdo com varias plantas de interesse
econdmico, como milho, arroz e cana-de-agucar (BALDANI et al., 1986; BALDANI et
al., 1992). Esta associacdo pode trazer beneficios mutuos, aumentando de 34 a
120% o nitrogénio acumulado e, consequentemente, o crescimento vegetal
(BALDANI et al., 2000).

H.rubrisubalbicans tem um comportamento fitopatogénico quando em
associacdo com a variedade B-4362 de cana-de-acucar, desencadeando sintomas
da doenca da estria mosqueada e com variedades susceptiveis de sorgo, causando
a doenca da estria vermelha. Estas doencas sdo responsaveis por diminuir a area
fotossintética e a vida util da folha (OLIVARES et al., 1997).

Este trabalho tem como objetivo estudar fatores potencialmente envolvidos no
processo de interacdo planta-bactéria que podem estar relacionados com as
diferencas fenotipicas em espécies filogeneticamente préximas.

Analises gendmicas comparativas mostram que H.rubrisubalbicans possui um
operon de biossintese de celulose, ausente em H. seropedicae. A biossintese de
celulose ja foi descrita em organismos como Agrobacterium tumefacis e Rhizobium
leguminosarum. Experimentos de adeséo a raiz de plantas realizados com estas
bactérias mostraram que a celulose é importante para ancorar 0 microrganismo a
superficie da raiz, garantindo uma ades&o mais firme e eficiente (MATTHYSSE et
al., 1981; AUSMEES et al., 1999). Esses resultados sugerem um padrédo de adeséo
a superficie da planta diferenciado em bactérias produtoras de celulose.

Visando a elucidacdo de fatores que influenciam os padrbes de interacao
planta-bactéria, uma estirpe mutante de H.rubrisubalbicans no gene wssD foi

construida e teve o seu fenétipo analisado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Género Herbaspirillum

O género Herbaspirillum pertence a classe B do Filo das Proteobactérias e
compreende microrganismos gram-negativos e geralmente vibridides. As células tem
diametro estimado em 0,6 e 0,7um, comprimento entre 1,5 e 5um e podem
apresentar de 1 a 3 flagelos. Estes organismos fixam nitrogénio atmosférico sob
condi¢bes de microaerofilia, sdo aerdbios e ndo fermentam acucares (BALDANI et
al., 1986; BALDANI et al., 1992).

Dentre as espécies ja descritas de Herbaspirillum, estdo Herbaspirillum
seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1986; OLIVARES et
al., 1997).

Aparentemente, a associacdo entre H. seropedicae ou H.rubrisubalbicans e
gramineas ocorre com a adesdo da bactéria a superficie radicular, seguida pela
colonizacdo de pontos das raizes secundarias e ferimentos da epiderme, penetracao
e espalhamento através dos espacos intercelulares da raiz, aerénquima, feixes
vasculares e por fim as porcdes aéreas (JAMES et al., 1997 e RONCATO-MACCARI
et al., 2003).

2.1.1 Herbaspirillum seropedicae

O Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica endofitica
encontrada em associacdo com varias plantas de interesse econdmico como milho
(Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor) e cana de acgucar
(Saccharum officiarum) (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992).

Estas associacdes podem trazer beneficios muatuos, aumentando de 34 a
120% o nitrogénio acumulado sem causar danos a planta, e assim, aumentando
significativamente o crescimento vegetal (BALDANI et al., 2000), indicando grande

potencial desta bactéria como biofertilizante nitrogenado. A colonizacdo ocorre
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frequentemente nos espacos intercelulares e nos feixes vasculares (JAMES et al.,
1997 e RONCATO-MACCARI et .al., 2003) (Figura 1)

Figura 1 — Colonizagcdo de tecidos de milho e trigo por H. seropedicae - (A) H. seropedicae
colonizando os vasos do xilema de milho 15 dias apés a inoculacéo e (B) Corte longitudinal dos vasos
do xilema de trigo mostrando a colonizagéo por H. seropedicae, ap6s 15 dias de inoculacéo. Fonte:
RONCATO-MACCARI et al., 2003.

2.1.2 Herbaspirillum rubrisubalbicans

H.rubrisubalbicans é uma espécie fitopatdgena, causadora da doenca da
estria mosqueada na variedade B-4362 de cana-de-agucar (Figura 2) e estria
vermelha em variedades susceptiveis de sorgo. Um sintoma da estria mosqueada é
o desenvolvimento de estrias vermelhas com manchas brancas nas folhas de cana-
de-acucar. A bactéria coloniza os vasos do meta e protoxilema (Figura 3) e o
bloqueio destes vasos causa necrose ao redor do ponto de inoculacdo. Vinte dias
apos a inoculacdo com H.rubrisubalbicans as folhas da cana de acucar B-4362
exibem uma zona clara delimitada por estrias vermelhas, estes sintomas sé&o
relacionados a massiva colonizacdo do xilema, espacos intercelulares e cavidades
subestomaticas (OLIVARES et al., 1997). A estria mosqueada aumenta desde o
ponto de inoculacdo em dire¢cdo ao topo da folha, & medida que a bactéria avanca
no interior dos vasos da folha (OLIVARES et al., 1997).
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Figura 2- Doenca da estria mosqueada causada por Herbaspirillum rubrisubalbicans em cana-
de-acgUcar. A figura mostra sintomas tipicos da doenc¢a da estria mosqueada em cana de acgUcar. A
estrela indica o ponto de inoculacdo da bactéria, nota-se o desenvolvimento de estrias vermelhas e
necrose do tecido. As flechas indicam os sintomas da doenca se manifestando em regibes acima do
ponto de inoculacdo, indicando o avan¢co das bactérias no interior dos vasos da folha. (FONTE:
OLIVARES et al., 1997)

Estas doencas sdo de pouca importancia econdmica, afetam poucas
variedades e ndo matam a planta, porém diminuem a area fotossintética e a vida util
da folha (CHRISTOPHER e EDGERTON, 1992; OLIVARES et al., 1997).

Um grande numero de células de H.rubrisubalbicans podem ser
encontrados no interior dos tecidos das folhas, dentro dos vasos do protoxilema,
associado a lacunas, e aparentemente bloqueando os vasos completamente. Ja a
interacdo com H. seropedicae apresenta um numero controlado de bactérias (Figura
3) (JAMES et al., 1997).
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Figura 3 — Herbaspirillum rubrisubalbicans (A) e Herbaspirillum seropedicae (B) colonizando
feixes vasculares de folha de sorgo. Secdes retiradas de areas de folhas de sorgo mostrando
sintomas da doenca apoés 14 dias de inoculagdo com Herbaspirillum rubrisubalbicans, A- secéo
longitudinal mostrando o xilema e o floema (P) fortemente colonizados por bactérias, onde M =
metaxilema e BS = bainha de células. Em B, secao longitudinal de protoxilema de uma folha de sorgo
14 dias apo6s a inoculagdo com Herbaspirilum seropedicae. As bactérias estdo concentradas nas
paredes dos vasos (setas) e o lumen do vaso permanece sem células bacterianas (JAMES et al.,
1997).

2.1.3. Estrutura, biossintese e funcao da Celulose em bactérias

Exopolissacarideos (EPS) séo polissacarideos extracelulares, produzidos por
algumas bactérias (KANG et al., 1979). Podem estar relacionados com 0s sistemas
de secrecéo, regulacdo de genes, interagdes célula-célula, simbiose e patogénese.

Na interacdo entre planta e bactéria os EPS mais comuns sdo 8 -1,2 glucanas
em Rhizobiaceae (HISAMATSU et al., 1987), alguns alginatos em espécies de
Pseudomonas (FETT et al.,, 1989) e celulose em espécies de Agrobacterium
(MATTHYSSE et al., 1983) e Rhizobium (SMIT et al., 1987).
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A celulose é o polimero organico mais abundante no meio ambiente. E
produzido por plantas, fungos, algas e algumas bactérias como Acetobacter xylinus,
Agrobacterium tumefacis, Rhizobium spp e H.rubrisubalbicans (DROZANSKI et al.,
1983; MATTHYSSE et al., 1983; MONTEIRO et al., 2011). As fibrilas de celulose séo
altamente insollveis e inelasticas.

A celulose €& constituida por unidades de (-D-Glicopiranose unidas por
ligacdes glicosidicas B (1 —4). A fibrila de celulose apresenta uma estrutura rigida

devido as pontes de hidrogénio intra e intermoleculares (Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura linear da celulose. As pontes de hidrogénio séo responsaveis pela formacao da

estrutura fibrilar e séo evidenciadas por linhas pontilhadas. Adaptado de DONINI et al., 2010.

Os mecanismos de biossintese de celulose em microrganismos sdo pouco
conhecidos (DELMER et al., 1987). A via biossintética em Acetobacter xylinum foi
estudada por SWISSA et al. em 1980 e descrita em quatro passos enzimaticos
essenciais (Figura 5). A primeira enzima da via, glucose quinase, é responsavel por
fosforilar o carbono 6 da glicose, a fosfoglucomutase catalisa a isomerizagéo da Glu-
6-P a Glu-1-P, a UDPG pirofosforilase sintetiza UDPG a partir da Glu-1-P e a
celulose sintase polimeriza as moléculas de UDPG, formando as microfibrilas de
celulose.

A celulose sintase é um complexo protéico constituido de 3 ou 4

subunidades codificadas por genes do operon bcs/wss.
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Uridina 5'-diofosfato
glucose (UDPG)

Glucose —> Glucose-6-P —> Glucose-1-Pp ——> Celulose

Glucose quinase Fosfoglucomutase UDPG pirofosforilase Celulose sintase

Figura 5 - Via da Biossintese de celulose em Acetobacter xylinum. A via da biossintese de
celulose em A. Xylinum é descrita em 4 passos essenciais, sendo o Ultimo catalisado pelo complexo
da celulose sintase, responsavel pela polimerizagcdo das moléculas de UDPG em fibras de celulose.
Adaptado de SWISSA et al., 1980.

Um modelo metabdlico hipotético para biossintese de celulose foi descrito
para Gluconacetobacter xylinus (Figura 6) (CHAVEZ-PACHECO et al., 2004).
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Figura 6 - Modelo metabdlico de biossintese de celulose em G. xylinus. (1) Glicose quinase, (2)
Fosfoglucomutase. Adaptado de CHAVEZ-PACHECO, 2004 e DONINI, 2010.

Células bacterianas aderidas a superficie secretam exopolissacarideos com a
funcdo de ancorar o microrganismo ao substrato e criar uma matriz extracelular

estavel, possibilitando a interacéo planta-bactéria e a formacao de biofilme.
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Ensaios de mutagénese aleatdria feitos com Salmonella enteritidis mostraram
gue mutacdes no operon de biossintese de celulose (operon bcs) alteram a
formacdao de biofilme. A pelicula formada era fragil e facilmente removida, no entanto
0 padrao de patogenicidade néo foi alterado (SOLANO et al., 2002).

Em Agrobacterium tumefacis, a celulose esta envolvida no processo de
adesdo a raizes e formacgdo de biofilme. Esses dois processos sao reduzidos em
estirpes deficientes na producdo de celulose (MATTHYSSE et al., 1981,
MATTHYSSE et al., 1998).

Experimentos realizados por MATTHYSSE, 2005, utilizando uma estirpe de A.
tumefacis superprodutora de celulose, mostraram que a superproducéo de celulose
leva a formacao de agregados maiores na superficie da planta, quando comparados
com a estirpe selvagem, fazendo com que esta tenha maior sucesso no processo de
colonizagcdo. Porém, a taxa de crescimento apés 4-7 dias da estirpe superprodutora
€ menor do que a da estirpe selvagem, (MATTHYSSE, 2005).

Experimentos de adesdo com as bactérias Agrobacterium tumefaciens e
Rhizobium leguminosarum a raiz de plantas mostraram que a celulose € importante
para ancorar a bactéria a superficie da raiz, garantindo uma adesdo mais firme e
eficiente, mutantes nos genes de biossintese de celulose apresentaram um padréao
diferente de adesédo quando comparados as estirpes selvagens (MATTHYSSE et al.,
1981; AUSMEES et al., 1999). Esses resultados sugerem um padrdo de adesédo a
superficie da planta diferenciado em bactérias produtoras de celulose. Essa adesao

diferenciada pode favorecer a bactéria contra possiveis competidores.

2.1.4 Comparacéo gendmica entre H. seropedicae x H.rubrisubalbicans

Uma comparacao in silico feita entre os organismos H. seropedicae SmR1 e
H.rubrisubalbicans M1 evidenciou diferencas entre estes dois organismos. Entre
estas diferencas estdo proteinas efetoras do Sistema de Secre¢do do Tipo Il
elementos de transposicdo e um cluster de biossintese de celulose (wss) que esta

presente em H.rubrisubalbicans e totalmente ausente em H. seropedicae (Figura 7).
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Estes fatores podem estar envolvidos com os diferentes fenétipos observados
para estas duas estirpes (MONTEIRO et al., 2012).

B C D E F G H /

e m—- - E——- - s T

. Genes que codificam para as subunidades de celulose sintase
|:] Endoglucanase essencial para a sintese correta da celulose

|:| Genes relacionados a acetilacao da celulose

Fung3do desconhecida

Figura 7 - Organizacdo do cluster de biossintese de celulose em H.rubrisubalbicans. Os genes
wssBCE codificam para proteinas do complexo da celulose sintase; os genes wssGHI codificam para
proteinas relacionadas ao processo de acetilacdo da celulose, o gene wssD estédo envolvidos com a
correta sintese da celulose e o gene wssF possui funcdo desconhecida. Analises feitas através de
comparagdes com os organismos P. fluorescences e P. syringae (SPIERS et al., 2003 e ROMLING et
al., 2002 e MONTEIRO et al., 2012).

Olivares e colaboradores (1997) mostraram que o xilema das folhas de cana
de acucar B-4362 estd completamente preenchido por H.rubrisubalbicans, esse
padrdo de colonizacdo, que ndo é observado com H. seropedicae, parece ser o
responsavel pela producdo das estrias vermelhas na folha. Podemos entdo sugerir
qgue a producao de celulose por H.rubrisubalbicans pode estar envolvida com esse
padrao de espalhamento bacteriano dentro do xilema, sendo, portanto importante
para o comportamento fitopatogénico desta bactéria quando inoculada em cana de
acucar B-4362.

Podemos sugerir, portanto, que os genes wss, envolvidos na biossintese de
celulose, podem ser importantes para o padrao fitopatogénico de H.rubrisubalbicans

na variedade B-4362 de cana de agucar.
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2.2 Biofilme

Varios fatores estdo envolvidos no processo de interagdo planta: bactéria.
Existem alguns fatores genéticos capazes de modular a interagdo entre a planta e a
bactéria e possibilitar a colonizacdo endofitica. Apesar das bases moleculares da
interacdo entre planta e bactéria serem pouco conhecidas existem alguns fatores
sabidamente envolvidos, como a formagao de biofilme.

As plantas podem se associar com diversas bactérias em suas raizes, tecidos
vasculares e porcbes aéreas. Esses microrganismos podem ter uma profunda
influéncia na saude da planta e em sua produtividade. As bactérias podem interagir
fisicamente com a superficie e formar complexos multicelulares (FUQUA, 2007).

Em muitos ambientes a forma associativa prevalecente entre a superficie e 0s
microrganismos € conhecida como biofilme. A formacdo de biofilme é eficiente em
favorecer a sobrevivéncia de microrganismos em microambientes variados
(WATNICK e KOLTER, 2000). E, também, altamente vantajosa, pois pode aumentar
a resisténcia ao estresse ambiental bem como a tolerancia a antibi6ticos, promover
o desenvolvimento do metabolismo integrado e proporcionar a transferéncia
horizontal de genes (FUQUA, 2007).

A formacdo do biofilme se inicia pela aproximacdo entre a bactéria e a
superficie. A bactéria forma uma associacdo estavel com a superficie e com outros
organismos previamente aderidos. Depois de estabelecidas estas associacoes:
bactéria-bactéria e bactéria-superficie, formando microcolénias, havera o
desenvolvimento do biofilme, que se caracteriza pelo crescimento tridimensional dos
microrganismos formando uma pelicula bacteriana imersa em uma matriz

extracelular (Figura 8).
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Biofilme maduro

Bactaria planténica

Crescimento & divisio -7
Adesao s B

B Célula planténica

Figura 8 - (A) Esquema ilustrativo da Adesdo e formacdo de biofilme bacteriano. (B)
Microscopia da formagdo de biofilme bacteriano. Microscopia eletrénica de transmissdo mostra
inicialmente V. Cholerae planténica (Barra = 1 uM), células aderidas e microcol6nia foram observadas
em microscopia eletrdnica de varredura (Barra = 2uM). A micrografia do biofilme representa um corte
vertical no biofilme visto por microscopia confocal (Barra = 10 uM). Fonte: Adaptado de PAULA
WATNICK e ROBERTO KOLTER, 2000).

O reconhecimento entre a bactéria e a superficie pode ocorrer por meio de
lectinas e carboidratos especificos. Ja associacéo entre elas, chamada de adeséo, &
um dos primeiros passos para a formacédo do biofilme. Este contato ocorre por meio
de adesinas, polissacarideos e outras proteinas de superficie (WATNICK, P. e
KOLTER, R., 2000).

A estrutura tridimensional do biofilme é composta por agregados de bactérias
imersos em uma matriz extracelular permeada por canais 0C0S responsaveis por
permitir a passagem de agua, nutrientes e a difusdo de metabolitos toxicos.
(COSTERTON et al., 1995)

Aproximadamente 97% da matriz do biofilme é composta por agua, o restante
€ composto por polimeros secretados. Um estudo feito com Pseudomonas putida
mostra que a matriz extracelular € composta por agua (mais de 97%), ceélulas
microbianas (2-5%), polissacarideos (1-2%), proteinas (1-2%) e DNA/RNA (1-2%)
(JAHN et al., 2000).
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A formacao de biofilme é uma forma de manter os microrganismos em um
local especifico por periodos suficientes para que se iniciem as interacdes benéficas
ou antagbnicas com a planta hospedeira (FUQUA, 2007).

E um processo altamente regulado. Cada espécie responde de forma
especifica aos estimulos ambientais e pode desenvolver uma interacdo especifica
com a planta hospedeira.

A formacao de biofilme confere uma vantagem a organismos patogénicos. A
adesdo a superficie € geralmente o primeiro passo da patogénese. Pseudomonas
aeruginosa forma biofilme nas raizes de A. thaliana matando a planta em 7 dias.
(WALKER et al., 2004)

Vérios fatores podem estar envolvidos com a formacéo do biofilme bacteriano.
A motilidade e a quimiotaxia s&o fatores importantes para a colonizagdo de A.
brasiliense (CROES et al., 1993). Um estudo feito com V. cholerae identificou alguns
destes fatores, sendo que organismos mutantes em genes de vias de secrecgao,
envolvidos com a biogénese e funcédo do pili do tipo IV, genes flagelares e genes
envolvidos na sintese de exopolissacarideos (EPS) tem o desenvolvimento de
biofilme prejudicado. Estirpes de V. cholerae ndo produtoras de EPS aderem as
superficies normalmente, mas nao apresentam formacdo de biofiilme em nenhuma
das condicbes analisadas, evidenciando sua importancia para a formacédo da
estrutura tridimensional do biofilme (WATNICK e KOLTER, 1999).

As bactérias diazotréficas que se associam com as plantas também séo
capazes de forma biofilme (ASSMUS et al., 1995). Azospirillum brasiliense promove
0 crescimento vegetal e € encontrado em raizes de trigo sob a forma de
microcolénias ou agregados bacterianos na zona de elongamento e nos pélos
radiculares preferencialmente, bem como podem ser observadas em tecidos
internos das raizes (ASSMUS et al., 1995).

Varios trabalhos demostram a importancia de exopolissacarideos como a
celulose nos processos de interacdo planta-bactéria e formacdo de biofilme
bacteriano. Sabendo-se da presenca deste EPS em H.rubrisubalbicans torna-se
importante determinar o papel da biossintese de celulose nesta bactéria e evidenciar
possiveis relacdes entre a celulose e os mecanismos citados acima, bem como sua
relacdo com o fendtipo de patogenicidade observado na associacdo deste

microrganismo com algumas plantas de interesse econémico.
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3. JUSTIFICATIVA

Entre o0s microrganismos  diazotroficos  endofiticos  encontram-se
representantes dos géneros Herbaspirillum, Azospirillum, Gluconacetobacter,
Burkholderia e Azoarcus (BALDANI et al., 1997). Experimentos de inoculacéo de
gramineas com alguns destes microrganismos demonstraram o fornecimento da
ordem de 30% do nitrogénio necessario para planta (BALDANI et al., 1995).

Duas bactérias diazotréficas-associativas Herbaspirillum seropedicae e
Herbaspirillum rubrisubalbicans apresentam um fenoétipo diferente quando
inoculadas na variedade de cana de acucar B-4362. H.rubrisubalbicans causa a
doenca da estria mosqueada nesta variedade e o H. seropedicae ndo. Como estas
duas bactérias podem ser utilizadas como promotoras de crescimento vegetal é
necessario definir por que em determinadas plantas, H.rubrisubalbicans M1 age
como fitopatdgeno. Uma das diferencas desses dois organismos tdo préximos é a
presenca, em H.rubrisubalbicans, de um cluster de genes envolvidos na biossintese
de celulose, que esta ausente em H. seropedicae. Esses genes podem estar
envolvidos com o fato de H.rubrisubalbicans causar doenca na variedade B-4362 de
cana de acucar.

Olivares e colaboradores (1997) mostraram que o xilema das folhas de cana
de aclUcar B-4362 esta completamente preenchido por H.rubrisubalbicans. Esse
padrdo de colonizacdo, que ndo € observado com H. seropedicae, parece ser o
responsavel pela producdo das estrias vermelhas na folha. Podemos entédo sugerir
que a producao de celulose por H.rubrisubalbicans pode estar envolvida com esse
padrdo bacteriano dentro do xilema, sendo, portanto importante para o
comportamento fitopatogénico desta bactéria quando inoculada em cana de acguUcar
B-4362.

Pode-se sugerir, portanto, que os genes wss, envolvidos na producao de
celulose, podem ser importantes para o padrao fitopatogénico de H.rubrisubalbicans
em cana de acgucar B-4362.

O papel da celulose na interacdo entre a bactéria diazotrofica associativa e a

planta ainda n&o foi elucidado. Esse projeto tem como objetivo definir qual a fungéo
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da celulose nessa interacdo e se ela € importante para 0o comportamento

fitopatogénico de H.rubrisubalbicans M1.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral elucidar a funcdo da biossintese de
celulose em Herbaspirillum rubrisubalbicans M1, determinando se a mutagdo nos
genes wss altera o comportamento fitopatogénico de H.rubrisubalbicans em cana de
acucar B-4362 e a colonizacdo epifitica e endofitica de raizes de milho por
H.rubrisubalbicans M1.

4.2 Objetivos especificos

» Analisar in silico o operon wss de H.rubrisubalbicans, utilizando programas de
bioinformatica.

= Determinar o padréo de expressao dos genes wss de H.rubrisubalbicans M1.

= Construir uma estirpe TRT1 - mutante de H.rubrisubalbicans M1 no gene
wssD.

» Determinar a capacidade de producdo de celulose e de biofilme da estirpe
TRT1 H.rubrisubalbicans.

» Testar o padrdo da colonizacdo epifitica e endofitica de raizes de milho e
cana de acucar pela estirpe H.rubrisubalbicans TRT1.

» Testar se a estirpe TRT1 de H.rubrisubalbicans é capaz de causar a doenca
da estria mosqueada em cana de agucar B-4362.

» Realizar experimentos de competicdo entre as estirpes H.rubrisubalbicans
TRT1, H.rubrisubalbicans M1 e H. seropedicae SmR1 e RAM10.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Bactérias

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho estdo descritas abaixo
(TABELA 1).

A estirpe de Escherichia coli Top 10 foi utilizada para transformacdo das
ligagbes e obtengdo dos clones. As estirpes SmR1 e RAM10 de Herbaspirillum
seropedicae e M1 de Herbaspirillum rubrisubalbicans também foram utilizadas neste

trabalho.

TABELA 1 - ESTIRPES BACTERIANAS

Estirpe Caracteristica Referéncia
Top 10 (E. coli) hsdR, mcrA, lacZAM15, recA INVITROGEN
M1 (H.rubrisubalbicans) Estirpe selvagem BALDANI et al., 1996
TRT1 (H.rubrisubalbicans) Estirpe tipo M1, wssD’, Km"® Este trabalho
SmR1 (H. seropedicae) Estirpe tipo Z78, Sm™" Nif+ MACHADO et al., 1996
RAM10 (H. seropedicae) Estirpe tipo SmR1 SmR Nif+ , MONTEIRO et al.,2008
expressando GFP, Km"®

5.1.1 Meios de cultivo para E. coli

As estirpes de E. coli foram crescidas em meio Luria Broth (LB) (SAMBROOK
et al., 1989) sob agitacdo de 160 rpm ou em meio sélido LA, sempre a 37°C.
O meio solido (LA) é obtido pela adicdo de agar (15g/L) ao meio liquido (LB).

O meio LB possui a composicéo descrita na TABELA 2.
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TABELA 2— COMPOSIGAO DO MEIO LB

Extrato de levedura 5g/L
Cloreto de sddio 10 g/L
Triptona 10 g/L

5.1.2 Meios de cultivo para Herbaspirillum sp.

As estirpes de Herbaspirillum sp. foram crescidas em meio NFbHP Malato
(KLASSEN et al., 1997) (TABELA 3) contendo como fonte de nitrogénio 20 mmol/L
de NH4CI. As culturas foram crescidas sob agitacdo (120 rpm) por 18 a 24h a 30°C.

TABELA 3 - COMPOSICAO DO MEIO NFbHP-MALATO

Gramas/Litro
MgSO,. 7 H,O 0,2
NaCl 0,1
Malato de potassio 50
CaCl, 0,02
Acido nitrilo triacético 0,056
FeSO,. 7 H,O 0,02
Biotina 0,0001
Solugéo de Oligonutrientes 10 mL
Solucgéo de fosfatos 50 mL

Solucéo de Oligonutrientes:

Gramas/Litro
Na,Mo, . 2 H,O 1
MnSO,. H,O 1,175
HsBO, 1,4
CuSQO,4. 5H,0 0,04
ZnSQO,. 7 H,O 0,12
Agua destilada g.s.p. 1 Litro
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Para o preparo dos meios NFbHPN semi-sélido e sélido foram
adicionados 0,175 e 1,5% (p/v) de &agar, respectivamente.

5.2 Antibidticos

Os antibidticos utilizados neste trabalho estdo descritos na TABELA 4.

TABELA 4 — ANTIBIOTICOS E CONCENTRACOES UTILIZADOS

Antibiético Concentracéo final para Concentracéo final para
culturas de E. coli culturas de Herbaspirillum sp.
Ampicilina (Amp) 500 pg/mL -
Canamicina (Km) 100 pg/mL 500 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 20 pg/mL 20 yg/mL

5.3 Estocagem das bactérias

As estirpes de E. coli foram inoculadas em 3 mL de meio LB com antibioticos.
Foram entdo incubados a 37°C e 120 rpm por 24 horas. ApO0s 0 crescimento
bacteriano, 1 mL da cultura foi centrifugada em centrifuga minispin Eppendorf®
(13400 rpm 1 minuto, temperatura ambiente). O meio de cultura foi descartado e foi
adicionado 1 mL de Glicerol 50%. Os clones foram armazenados a -20°C e
repicados uma vez por ano.

Para as estirpes de Herbaspirillum sp., as bactérias foram inoculadas em 3
mL de meio NfbHP Malato com antibidticos. Foram ent&o incubados a 30°C e 120
rpm por 24 horas. No dia seguinte 30 pL de cultura foram inoculados em 3mL de
meio NfbHP Malato semi-sélido e incubadas por 2 dias em estufa 30°C. As estirpes
foram entdo estocadas a temperatura ambiente e repicadas uma vez a cada 6

meses.
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5.4 Preparo de células de E. coli competentes utilizando TSS “Transformation
and storage solution”

As células de E. coli Top 10 foram inoculadas na proporcdo de 1/100 de
cultura saturada em meio LB. As células foram incubadas por 2 a 3 horas a 37°C,
sob agitacdo de 120 rpm. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para microtubos
previamente gelados de 1,5 mL e centrifugadas em centrifuga minispin Eppendorf®
(13400 rpm 1 minuto, temperatura ambiente). Os “pellets” foram ressuspensos em
100 pL de TSS (LB contendo 10% PEG 6000, 50 mM MgCl, e 5% DMSO) e a
suspensao de bactérias foi utilizada para transformacéo.

5.4.1 Transformacéao Bacteriana por Choque Térmico

Para a transformacao, plasmideos integros ou ligacdes foram misturadas a
uma suspensdao de 100uL de células competentes em glicerol 10%. Apds a
incubacédo por 30 minutos em banho de gelo, a mistura foi levada a banho-maria a
42°C por 45 seg. e depois incubada novamente em gelo por 2 minutos. Apds esse
choque térmico, as células foram recuperadas pela adigdo de 400uL de meio LB e
incubacdo por uma hora em estufa a 37°C. Ap6s a recuperacdo, a suspensdo de
células foi plaqueada em meio LA contendo os antibioticos e indicadores para a

selecéo dos clones, como X-gal e antibiéticos.

5.5 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli estirpe Topl0 e

Herbaspirillum rubrisubalbicans estirpe M1

A estirpe Topl0 foi crescida em meio LB acrescido com estreptomicina (Sm)

20 pg/mL por 24 horas, a 37°C e 120 rpm, e inoculada em 200 mL de meio LB até
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atingir D.O.g00 de aproximadamente 0,6. A estirpe M1 de H.rubrisubalbicans foi
crescida durante 6 horas a 30°C e 120 rpm, até atingir D.O.gp0 de 0,6 em meio
NfbHP-malato com 1/10 da concentracdo de fosfato (5mM de tampao fosfato de
potassio) e 20mM de NH4Cl. Ambas as culturas foram entdo incubadas em banho de
gelo por 30 minutos e centrifugadas em tubos de 50 mL a 5000 rpm, por 5 minutos a
4°C. O precipitado de células foi lavado 2 vezes com agua Milli Q estéril gelada e 1
vez com Glicerol 15% gelado. Ao final, as células foram ressuspensas em 1 mL de

glicerol 15% e utilizadas em seguida ou armazenadas a -70°C.

5.5.1 Transformac&o bacteriana por eletroporacéao

Para eletrotransformacgao foram utilizados 100uL de células de E. coli — Top
10 ou Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 eletrocompetentes misturadas a 1uL (100
ng, aproximadamente) de ligacao/plasmideo.

A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporagdo previamente
resfriada. As amostras foram submetidas a um choque elétrico de 1,8 kV. As células
eletroporadas foram recuperadas em 1 mL de meio LB e mantidas por 30 minutos —
a 37°C e 120 rpm para E. coli e 1 mL de meio NfbHP Malato por aproximadamente 4
horas a 30°C e 120 rpm para H.rubrisubalbicans.

ApOs a recuperacdo as bactérias foram plagueadas em meio LA ou NfbHP
Malato, contendo canamicina (200 ug/mL), ampicilina (250 pg/mL) e X-gal como

substrato para a enzima [3-galactosidase na concentragéo de 30 pg/mL.

5.6 Purificacdo de Plasmideos em Pequena Escala

A purificacdo de plasmideos foi feita de acordo com o método de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989). A cultura bacteriana, contendo o plasmideo de interesse,
foi coletada por centrifugagédo e entdo ressuspensa em 150uL de GET (glucose 50
mmol/L, Tris.HCI 25 mmol/L pH 8.0 e EDTA 10 mmol/L). A lise das células foi feita
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pela adicdo de 150pL da solugéo de lise (SDS 1% e NaOH 0,18 mol/L) e suave
homogeneizacdo por, no maximo, 5 minutos até a neutralizacdo da solugédo pela
adicdo de 150uL de Kcaf (acetato de potassio 3mol/L pH 4,8 e acido férmico
1,8mol/L) e incubacdo por 15 minutos no gelo. 2 a 3 yL de RNase Purelink
(Invitrogen), nao fervida, foram adicionados as células em processo de lise, antes da
neutralizagdo com Kcaf. Apds esse periodo, o DNA cromossomal, proteinas e
fragmentos celulares, foram precipitados por centrifugacdo por um tempo de 10
minutos. Entdo, o sobrenadante (cerca de 300 uL) foi coletado por decantacéo ou
com auxilio de uma pipeta e tratado com 100ul de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1). O sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo e o DNA
plasmidial precipitado com a adicdo de 2 volumes de etanol 96% ou 0,6 volumes de
Isopropanol. Apés a homogeneizacdo vigorosa e centrifugacdo a 13400 rpm em
centrifuga Minispin da Eppendorf por 30 minutos, o DNA precipitado foi lavado com
1mL de etanol 70%, seco a vacuo ou a temperatura ambiente, ressupenso em 30 L
de agua ultrapura e estocado a -20°C.

O rendimento e qualidade das purificacbes foram avaliadas através da
aplicacdo de 3uL da purificacdo para andlise eletroforética em gel de agarosel% em
tampéao TBE 1X.

5.7 Purificacdo de DNA gendmico de H.rubrisubalbicans

O DNA gendmico de H.rubrisubalbicans foi purificado como descrito por
SOUZA, 1990. Dez mililitros de cultura de H.rubrisubalbicans (D.O.e00 = 2,0), foi
crescida em meio NFbHPN-malato contendo os antibiéticos necessarios, e
centrifugada por 5 min. a 4000 rpm. As células foram lavadas com GET,
ressuspendidas em 500ul de GET, incubadas com lisozima (100 ug/mL) e RNase a
30°C durante 1 hora e lisadas pela adicdo de SDS 1% (p/v). A solugao foi incubada
com pronase (50 pg/mL) a 37°C por 16 horas, para a degradagao das proteinas. A
mistura foi extraida com 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)

centrifugada e seguida de nova extracdo com 1 volume de cloroférmio-alcool
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isoamilico (24:1). Ap6s a extracdo, o DNA foi precipitado com 1 volume de
isopropanol, lavado com etanol 70%, seco a vacuo e dissolvido em agua destilada.

5.8 Eletroforese de DNA

A determinacgéo do perfil eletroforético do DNA foi feita por eletroforese em gel
de agarose (SAMBROOK et al., 1989). Os géis de agarose foram preparados na
concentracdo de 1% em tampao TBE 1x (Tris-base 40 mmol/L pH 8,0, &cido bdrico
89 mmol/L, EDTA 2,5 mmol/L). A corrida eletroforética foi feita em gel submerso em
tampao TBE, aplicando-se 50 a 60 V durante 2 a 4 horas.

Trés microlitros de corante para eletroforese (azul de bromofenol 0,25%,
xileno cianol 0,25% e glicerol 50%) foram adicionados ao DNA, que foi submetido a
eletroforese.

Apbs a eletroforese, os géis foram incubados em uma solucédo de brometo de
etidio (EtBr) a 0,5 ug/mL. O complexo DNA-EtBr foi observado em transiluminador

de ultravioleta e registrado.

5.9 Clivagem de DNA com Endonucleases de Restri¢éo

A digestdo de DNA com enzimas de restricdo foi feita segundo as
recomendacdes especificadas pelos fabricantes INVITROGEN ou FERMENTAS.
Para a confirmacédo das clonagens as reacfes foram feitas em volume final de 10 uL
com 3 a5 pL (0,1 a 0,3 ug) de DNA. Apds a incubacao por tempo determinado pelo

fabricante, todo o volume de restricao foi aplicado em gel de agarose para analise.
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5.10 Preparo dos Vetores e Insertos para a Clonagem

A preparacao dos vetores, bem como dos insertos para a clonagem foi feita
através da clivagem dos plasmideos de interesse com as enzimas de restricdo
adequadas, em uma reacdo com volume final de 100 uL, contendo de 30 a 60uL
(aproximadamente 20 a 30 ug) do plasmideo, cerca de 10 unidades de enzima e
incubagéo por tempo determinado pelo fabricante. Ao final do tempo de incubagéo,
1uL da reacdo foi analisado por eletroforese para confirmacdo da restricdo total.
Todo o volume restante da reacdo de restricdo (99uL) foi aplicado em gel de
agarose para separacdo e posterior recuperacdo dos fragmentos através da
utilizagdo dos kits illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). A porcentagem de recuperacdo de DNA a partir dos kits de purificacédo
foi estimada visualmente em uma corrida eletroforética onde foram aplicados: 1uL do

vetor ou inserto antes da recuperacao do DNA do gel e 1uL do vetor ou inserto.

5.11 Ligacéo de Fragmentos de DNA a Vetores

O vetor (linearizado) e o inserto foram ligados numa razdo molar de
aproximadamente 1:1. O volume do sistema de ligacdo foi de 10 pL utilizando o
tampéo da T4 DNA ligase (FERMENTAS) na concentracdo de 1X, juntamente com
0,2 a 0,5 U da enzima T4 DNA ligase (FERMENTAS). O sistema de ligagdo foi
incubado durante 20 horas a 20°C.

5.12 Sequenciamento de DNA

Foi utilizado o método descrito por SANGER et al.,, 1997 utilizando
dideoxinucleotideos fluorescentes, separacdo em eletroforese capilar e deteccéo de
fluoréforos apos excitacdo com laser em sequenciador automatico ABI3500.
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A reacdo foi feita com aproximadamente 250ng de DNA, 3,25 pmol de primer
Universal, Reverso ou primer adequado para sequenciamento, 3uL de reativo ET
terminador Mix e agua Milli Q para completar 7,5 uL. A reacdo de sequenciamento
foi feita em termociclador Mastercycler Gradient da Eppendorf sob as seguintes
condigbes: 1 ciclo de 95°C por 1 minuto, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C
por 2 minutos para os primers Universal/Reverso e temperatura adequada para os
demais primers e 72°C por tempo adequado para amplificacéo.

O produto da reacéo foi precipitado com adicéo de 12,5 yL de agua Milli Q, 60
pL de Isopropanol e 3 pL de Acetato de Amaonio 7,5M. Depois de centrifugado por 45
minutos, o DNA foi lavado com 150uL de Etanol 70% e centrifugado por mais 15
minutos. Depois de completamente secas, as amostras foram ressuspensas em
solucéo adequada e aplicadas no sequenciador automatico.

As sequéncias obtidas no formato FASTA foram submetidas a analise no
banco de dados do NCBI (<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>).

5.13 Amplificac&o de Fragmentos de DNA por PCR

As amplificacbes dos fragmentos dos genes wss de H.rubrisubalbicans foram
feitas pelo método de reacdo em cadeia da polimerase ou PCR (MULLIS &
FALOONA, 1987; SAIKI, et al., 1988). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
foram desenhados com base nas sequéncias dos genes de interesse
disponibilizadas pelo Programa GENOPAR (www.genopar.org). Antes da sintese
qguimica dos oligonucleotideos, pela empresa IDT (Integrated DNA Technologies),
estes foram analisados através das ferramentas do Programa OligoAnalyzer
(OWCZARZY, et al., 2008) disponiveis em: http://www.idtdna.com/analyzer/
Applications/OligoAnalyzer/ Default.asp.

Nas reacOes de amplificacéo foram utilizados de 0,2 a 0,5 U da enzima
Tag DNA polimerase (Fermentas), tampao para a Taq na concentracdo de 1X no
volume final de reacédo, 0,2 mol/L de dNTPs, 0,1 a 1 yM de cada oligonucleotideo
1,5 mmol/L de MgCl, e aproximadamente 20 ng de DNA molde em um volume final

de reacao de 10 yl ou 50 ul. O DNA molde foi obtido por separacédo de plasmideos


http://www.idtdna.com/analyzer/%20Applications/OligoAnalyzer/%20Default.asp
http://www.idtdna.com/analyzer/%20Applications/OligoAnalyzer/%20Default.asp
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por lise alcalina, purificacdo de DNA gendmico ou a partir de culturas bacterianas

fervidas, para rompimento celular e exposi¢do do DNA gendmico.

5.14 Mutagénese dos genes wss de H.rubrisubalbicans

Com o objetivo de construir estirpes mutantes wss de H.rubrisubalbicans uma
regido do gene wssD selvagem foi amplificada (Figura 9) e clonada em TA no vetor
pTZ57R/T (TABELA 5) (Figura 10).

TABELA 5 — DESCRICAO DO PLASMIDEO UTILIZADO PARA AS CLONAGENS

Plasmideo Caracteristica Referéncia

pTZ57R/T AmpR , 3’-T p/ ligacdo de fragmentos de FERMENTAS
DNA amplificados pela Taq

Fonte: Fermentas

1 i =
e——]

Regido de aproximadamente
600 pb amplificada com os
primers wssD 1 e wssD 2

4
~

—}

Sitio de restrigio Hind T Xho 1

para as enzimas :

Figura 9 - Esquema de amplificacdo de uma regido do gene wssD de H.rubrisubalbicans. O
gene wssD possui aproximadamentel.5kb; utilizando-se os primers wssD1 e wssD2 foi amplificado
um fragmento de aproximadamente 600 pb. Os primers utilizados inseriram sitios de restricdo para as

enzimas Hind Ill e Xho I.
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Figura 10 - Os fragmentos de PCR foram clonados no vetor pTZ57R/T dando origem ao
plasmideo pHRTRT1. Os fragmentos de DNA oriundos da amplificacdo com os primes wssD1 e
wssD2 foram ligados em TA no vetor pTZ57R/T (FERMENTAS) por 24 horas nas condi¢bes

adequadas.

A orientacdo do inserto foi confirmada por analises de restricdo com as
enzimas adequadas.

Um cassete Km foi retirado do vetor pUC4K e inserido no plasmideo
pHRTRT1 a montante do inserto através do sitio de restricio BamHI como

demonstrado na Figura 11.
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Cassete Km

Retirado através dos
sitios BamHI presentes no
vetor puC 4K

Hind I Xho

BamHl Bamsl
I
Cassete Km
(1282 pb)

{: pHRTRTL |
\8}

Figura 11 - Esquema de clonagem do cassete Km ao plasmideo pHRTRT1. O cassete de
resisténcia a canamicina retirado do plasmideo pUC4K com o auxilio da enzima BamHI foi clonado no

plasmideo PHRTRT1. Os clones foram selecionados pela resisténcia ao antibiético Canamicina.
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O plasmideo pHRTRTL1 construido foi entdo eletrotransformado na estirpe M1
de H.rubrisubalbicans e as possiveis estirpes mutantes foram selecionadas pela
adicdo do antibiético canamicina. A inclusdo da regido do gene wssD, teve como
objetivo aumentar o grau de homologia entre o vetor construido e o genoma de
H.rubrisubalbicans, favorecendo desta forma a recombinacdo homdéloga.

Ocorreu a recombinacdo homéloga simples entre o fragmento do gene wssD
plasmidial o gene selvagem, levando a insercao do vetor inteiro no locus génico alvo
e interrompendo a expressdo do operon pela insercdo do cassete de resisténcia a
canamicina e pelo proprio vetor. Ao final da construgdo houve a obtencéo da estirpe
TRT1 de H.rubrisubalbicans (Estirpe do tipo M1, wssD ~, KM®)

5.15 Determinacédo da atividade celulotica das estirpes analisadas

O ensaio foi realizado de acordo com KASANA, R. C., 2008. As estirpes
foram inoculadas em placas de meio LA contendo 0,2% de Carboximetilcelulose
(CMC). As bactérias foram inoculadas e crescidas por 4 dias a 30°C. Apos o
crescimento, as placas foram coradas por 5 minutos com uma solucédo de lodo de
Gram (2 g de Kl e 1 g de iodo em 300 mL de 4gua destilada), o excesso de solucéo

foi descartado e os halos evidenciados.

5.16 Isolamento de RNA total pelo método do Trizol®

A estirpe M1 de H.rubrisubalbicans foi cultivada nas condi¢cdes adequadas e
as ceélulas foram lisadas com SDS. 1,5 mL da cultura foi centrifugada a 13.400 rpm
por 60 segundos. O sobrenadante foi descartado e 1 mL do reagente de Trizol®
(TRI® Reagent — Sigma) foi adicionado. A solugéao foi homogeneizada e deixada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado entdo 200 pL de cloroférmio,
misturado vigorosamente por 15 segundos e a amostra foi incubada por 2-3 minutos

em temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada (13.400 rpm, 5 minutos) e a
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fase aquosa, contendo o RNA, foi transferida para um novo tubo. O RNA foi
precipitado com 500 pL de isopropanol, lavado com etanol 75% e ressuspenso em
50 pL de agua ultrapura livre de RNAse. O RNA foi visualizado em gel de agarose e

qguantificado com aparelho de NanoDrop (THERMO Scientifics).

5.17 Sintese do cDNA

As moléculas de cDNA foram sintetizadas por transcricdo reversa, utilizando o
Kit High Capacity (Applies Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante a

partir de 2 pg de RNA total tratado previamente com DNAse I.

5.18 Reacédo de PCR em tempo real

O sistema de reacdao total continha um volume de 5 pL, sendo: 1 uL de cDNA,
1 pL de oligonucleotideos (0,5 yuL de cada em uma concentracdo de 10 pmol), 0,5 pL
de agua ultra pura livre de RNAse e 2,5 pL de SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems) em triplicata.

O software Primer express 3.0 foi utilizado para determinar a sequéncia dos
primers wssBF (8- CGACATCTGGGCCAACAACT-3) e wssBR (5-
TGCCAATGCCCGTGACTT-3). O gene 16sRNA (primers HR16SF5'-
AAGCCTACCAAGGCGACGACGAT-3' e HR16SR 5-AGGAGTCTGGGCCGTGT
CT-3") foi utilizado como controle interno e a expressao relativa do gene foi
determinada usando o método 22! (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
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5.19 Condi¢cdes da PCR em tempo real

O RNA foi obtido de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 aderido a raiz de
milho. As plantulas foram inoculadas com 10° bactéria por plantula, durante 30
minutos. As células aderidas a superficie da raiz de milho foram recuperadas 1 e 3
dias apds a inoculacao através de agitagcdo mecanica (vortex, 20 segundos).

As células recuperadas foram entdo utilizadas para a extracdo de RNA e

qguantificacdo por PCR em tempo real.

5.20 Experimentos de interagcdo entre as estirpes SmR1 e RAM10 de H.
seropedicae, M1 e mutantes de H.rubrisubalbicans em plantulas de milho (Zea
mays).

Foram realizados experimentos de colonizagéo interna, adeséo e competicéo

com as estirpes SmR1 de H. seropedicae, M1 TRT1 de H.rubrisubalbicans.

5.20.1 Cultivares vegetais

Neste trabalho foram utilizadas plantulas de milho (Zea mays) das variedades
SHS 3031 e SHS 5055 e plantulas de cana de acgucar (Saccharum sp.) da variedade
B-4362.

5.20.2 Desinfeccao das sementes para germinagao

As sementes de milho foram desinfetadas por 20 minutos em uma solugéo de

hipoclorito 1%, 0,4% de tween 20% e agua Milli Q estéril g.s.q 100mL e por mais 5
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minutos em Etanol 70%. As sementes foram entdo lavadas 4 vezes com agua MilliQ

por um tempo de aproximadamente 1 minuto.

5.20.3 Condic¢Oes de cultivo das plantulas de milho

Depois de desinfetadas as sementes foram germinadas em placas de agar-
agua 1% por 48-72 horas a 28 - 30°C.

ApOGs a germinacgédo e inoculacdo as plantulas foram transferidas para tubos
de ensaio de aproximadamente 30 cm contendo 5 mL de esferas de polipropileno
(para dar sustentacdo a semente) e 20 mL de solucao Plant Medium (TABELA 6) por
2-3 dias.

TABELA 6 - SOLUCAO NUTRITIVA PARA PLANTAS PLANT MEDIUM

1L
MgSO, . H,O — 10% 0,29
NaCl — 10% 0,19
CaCl, . 2. H,0 — 1% 0,0269
Solucéo de Microelementos imL
Fe-EDTA — 1,64% 1mL
KoHPO, 1,59
KH,HPO, 1,59
Solucéo de microelementos:
Na,MoO, . 2.H,0 1g/L
MnSO, .H,0 1,175g/L
H3BOg 1,4g/L
CuSO, . 5.H,0 0,04g/L
ZnS0, . 7 H,0 0,12¢g/L
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5.20.4 Desinfecc¢ao das plantulas de milho (Zea mays) para realizagcao dos
ensaios de colonizagéo interna

Apoés 1, 3, ou 7 dias de inoculacdo as plantulas de milho foram desinfetadas
superficialmente por uma lavagem com hipoclorito 1% por 2 minutos; seguida de
uma lavagem com Etanol 70% por 2 minutos e, por fim, duas lavagens sucessivas
com agua MilliQ estéril por 2 minutos para sucessivos ensaios de colonizacao

interna.

5.20.5 Preparacao dos inoculos de Herbaspirillum sp.

As estirpes de Herbaspirillum sp. foram crescidas em meio NFbHPN-malato e
antibiotico por aproximadamente 24 horas até atingirem D.O.go0 de 1,0. Foram entéo

diluidas até a concentracéo de 10° células/mL.

5.20.6 In6culo das estirpes bacterianas em milho ou cana de aclcar

Apos 3 dias de germinacdo das sementes, as plantulas foram submersas por
30 minutos sem agitacdo em meio de cultura bacteriano contendo 10° células por
mL. As plantulas foram entdo lavadas com solugcdo salina (NaCl 0,9%) e
transferidas para os tubos de ensaio.

As plantas foram mantidas a 25°C e sob luz artificial com fotoperiodo de 12
horas. As plantulas foram retiradas para os experimentos de colonizacdo e

competicdo no primeiro, terceiro e sétimo dia apdos o indculo.
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5.20.7 Ensaios de adesdo das estirpes de Herbaspirillum sp. as raizes de milho

Imediatamente apds a inoculacdo, as amostras de raiz (aproximadamente
0,03 g de raiz umida) foram cortadas, pesadas e lavadas duas vezes por imerséao
em solucao salina estéril (NaCl 0,9%), foram ent&o vortexadas vigorosamente por 45
segundos em 1 mL da mesma solucédo. O sobrenadante foi utilizado para determinar
0 numero de bactérias aderidas por grama de raiz de milho Umida através de
diluicdo seriada e contagem em meio solido. Os valores obtidos representam a
média de pelo menos trés experimentos independentes, com 5 plantas cada.

5.20.8 Ensaios de colonizacéo epifitica das raizes de milho pelas estirpes de
Herbaspirillum sp.

A determinacdo do numero de bactérias epifiticas foi realizada 1, 3 e 7 dias
apos inoculacdo. As raizes foram cortadas, pesadas e lavadas duas vezes por
imersdo em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), foram entdo vortexadas
vigorosamente por 45 segundos em 1 mL da mesma solucdo. O sobrenadante foi
utilizado para determinar o niumero de bactérias aderidas por grama de raiz de milho
Uumida através de diluicdo seriada e contagem em meio sélido. Os valores obtidos
representam a meédia de pelo menos trés experimentos independentes, com 5

plantas cada

5.20.9 Ensaios de colonizacdo interna das raizes de milho pelas estirpes de

Herbaspirillum sp.

A determinacdo do numero de bactérias endofiticas foi realizada 1, 3 e 7 dias

apos inoculagdo. As raizes foram superficialmente desinfetadas, cortadas e pesadas
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como descrito acima. As amostras foram entdo maceradas em grau estéril com 1mL
de solucdo salina (NaCl 0,9%). Os extratos foram utilizados para determinar o
namero de bactérias endofiticas colonizando os tecidos radiculares internos de
milho, através de diluicdo seriada e contagem em meio solido. Os valores obtidos
representam a média de pelo menos trés experimentos independentes, com 5

plantas cada.

5.20.10 Ensaios de competicdo das estirpes de Herbaspirillum sp. pela
colonizacdo dos tecidos internos das raizes de milho

Ensaios de competi¢cao pela colonizagdo de milho foram realizados utilizando
as estirpes RAM10 (GFP, Sm, Km) de H. seropedicae, M1 de H.rubrisubalbicans e
TRT1 de H.rubrisubalbicans (wssD’) em propor¢cao de 1:1 e 1:10, mantendo o total
de 10°> UFC.mL™ de inéculo por planta. A determinacdo das UFC foi realizada como
descrito anteriormente, e a resisténcia a antibiéticos e producdo de GFP foram
utilizadas para identificar as estirpes. Os valores obtidos representam a média de
pelo menos trés experimentos independentes, com 5 plantas cada.

5.21 Medicéo dos parametros de desenvolvimento de milho

Foram feitos ensaios para medicdo dos parametros da planta. As plantas
foram inoculadas e cultivadas como descrito acima. Apés 7 dias de inoculagdo foram
feitas medidas do comprimento foliar e radicular, do peso seco foliar e radicular, do

peso umido foliar e radicular e do nimero de raizes adventicias.
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5.22 Ensaio de formacéo de Biofilme bacteriano em matriz inerte

O ensaio de biofilme foi realizado com a inoculacdo das estirpes de
Herbaspirillum sp. por periodos determinados na presenca de 50 mg de Ia de vidro.
As estirpes foram incubadas a 30°C, 120 rpm pelo tempo necessério para o ensaio.
Apés a incubacao, a la de vidro foi recuperada, lavada como solucédo de NaCl 0,9%
e corada com 200 uL de violeta de genciana por aproximadamente 5 minutos. Apos
0 processo de coloracao, a la de vidro foi lavada 5 vezes com solucédo de NaCl para
retirada do excesso de violeta de genciana. Foi entdo adicionado 1 mL de Etanol
70% para descorar a la de vidro e apds descoloracao foi lida a D.O. s50 da solucéo

para determinacao da presenca de biofilme.

5.23 Anélise da composi¢cdo monossacaridica

Aproximadamente 2 mg das fracBes obtidas foram hidrolisadas com TFA 1M
durante 8 horas, 100°C (GORIN et al. 1996). O acido foi entdo evaporado e o
material resultante foi ressuspendido em agua e submetido a reducdo com NaBH,4
por 12 horas em TA (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). A solucéo foi tratada com
resina cationica (DOWEX 50W x 8, forma H+) até pH4, para remoc¢do dos ions
sodio.

Os derivados alditois obtidos foram acetilados com uma mistura de anidrido
acético:piridina (1:1, v/iv) (WOLFROM e THOMPSON, 1963b) por 12 horas em TA.
Os alditois obtidos foram extraidos com cloroformio e a fase cloroférmica foi lavada
sucessivas vezes com solucdo aquosa de CuSQO,4 a 3% (m/v) para remocdo da
piridina residual. Para promover a total desidratagéo da fase cloroformica, sulfato de
sodio foi adicionado. Os alditois acetatos foram entédo analisados por GC-MS.
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5.24 Cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (GC-MS)

Os componentes monossacaridicos foram quantificados através do
cromatdgrafo gasoso Varian, modelo 3800, acoplado ao espectrometro de massa
Saturn 200R (GC-MS) utilizando coluna DB-225 (30m x 0,25mm). Durante a injecao
da amostra a temperatura foi de 50°C sendo programada para aumentas 40°C.min™*
até atingir a temperatura de 220°C para analise de alditol acetato. Hélio foi utilizado
como gas de arraste.

5.25 Ensaio de patogenicidade em plantas de cana de agucar inoculadas com
estirpes de H.rubrisubalbicans.

Aproximadamente 70 dias apds a germinacao dos colmos de cana de acuUcar
as plantas foram inoculadas com 10° bactérias das estirpes M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans. As bactérias foram inoculadas com uma seringa hipodérmica e
agulha fina em um volume de 0,7 mL na regido do colmo, 2 a 3 centimetros abaixo
da primeira folha. Apds a inoculacdo as plantas foram podadas para incentivar a
passagem de seiva pelos vasos do xilema e por consequéncia o espalhamento das
bactérias pelos tecidos da planta. As plantas foram entdo envolvidas com saco
plastico, formando uma camara Umida, para evitar o dessecamento da planta (Figura
12).

As plantas foram observadas durante 30 dias para acompanhar o
desenvolvimento do fendtipo de patogenicidade.
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Figura 12 - Esquema da inoculacédo das plantas de cana-de-aclcar B-4362 com as estirpes M1
e TRT de H.rubrisubalbicans.

5.26 Extrac&o de EPS de cultura bacteriana

Uma cultura de H.rubrisubalbicans foi crescida em 5 mL de meio NfbHP
Malato por 24 horas, 30°C e agitacao de 120 rpm na presenca de 50 mg de la de
vidro para formacdo do biofiime aderido a |&. No dia seguinte a |a de vidro foi
coletada e vortexada por aproximadamente 10 minutos para liberacdo das bactérias
e da matriz extracelular formadora do biofiime. A & de vidro foi descartada e a
solucédo centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm. Ao sobrenadante foi adicionado 3
volumes de Etanol Absoluto para precipitacdo de polissacarideos a 4°C, durante a
noite. No dia seguinte a solucéo foi centrifugada a 4°C, 5000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet seco em bomba de vacuo por 20 minutos ou
até que o Etanol evapore completamente. Os polissacarideos precipitados foram

ressuspensos em 50uL de agua milliQ para posterior analise.
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5.27 Ensaios de coloragédo por Vermelho congo ou calcofltor

A coloracdo com vermelho congo foi feita adicionando vermelho congo no
meio NfbHP-Malato semi sélido na concentracdo de 0,005%.

A mesma concentragao foi adicionada ao meio liquido, e a cultura bacteriana
foi crescida por 2 dias, sem agitacdo, até que ocorra a formagcdo de pelicula. A
pelicula formada, e ja corada, foi recuperada, vortexada, centrifugada e a densidade
Optica do sobrenadante foi lida no comprimento de onda de 550 nm.

Os dados de D.O. foram normalizados considerando o ensaio feito com a
estirpe SmR1 com o valor 1 (a estirpe SmR1 ndo possui 0s genes de biossintese de
celulose).

Para a coloracdo com calcofltor foi realizado um ensaio de biofilme em matriz
inerte. Apos crescimento bacteriano de Herbaspirillum sp. na presenca da 50 mg de
& de vidro por 24 horas, a |& de vidro foi recuperada e corada com 50mM de
calcofltor por 1 hora. Apés a coloracéo, a |a de vidro foi observada em microscopia

de fluorescéncia.

5.28 Ensaios de Microscopia 6ptica e Microscopia de Fluorescéncia

Os ensaios feitos na presenca de calcoflior foram observados em
microscopia optica e de fluorescéncia. Apds o crescimento das estirpes bacterianas
em matriz inerte por 24 horas, a la de vidro foi corada com calcoflior, como descrito
no item 5.27 e observado em microscopia Optica de luz e de fluorescéncia (luz UV —
360nm) em microscopio Carl Zeiss Jena; as imagens foram obtidas utilizando
camera AxioCam acoplada ao microscopio e o software AxioVision L.E. 4.6. foi

utilizado para obtencéo das imagens.
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5.29 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para visualizacdo do padrédo de formacdo de biofilme, as bactérias foram
crescidas em placas de petri contendo meio NfbHP Malato liquido e laminulas de
vidro, de aproximadamente 1 cm de didmetro, como mostrado na Figura 13. Apos 72
horas de crescimento em estufa 30°C, sem agitacdo, as laminulas foram
recuperadas, fixadas e preparadas, como descrito abaixo, para a MEV.

Apos fixacdo em Karnovisky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em
tampdao cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C) (Karnovsky, 1965), o material foi desidratado
em série alcodlica crescente e acetona, sendo o ponto critico obtido em um Bal-Tec
CPD — 030 com gas carbbnico. Em seguida ocorreu a metalizacdo em ouro obtida
em um Balzers SCD — 030. As andlises e a documentacdo do material foram feitas
no microscopio eletrdnico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de

Microscopia Eletrénica — Universidade Federal do Parana.

B
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Figura 13 — Sistema utilizado para obtencdo das amostras de pelicula bacteriana observadas

A

em MEV. As estirpes bacterianas foram inoculadas em placas de petri, contendo meio liquido e
laminulas de 1 cm de diametro acondicionadas no fundo da placa. Em (A), vista lateral da placa
indicando, em cinza, o meio de cultura adicionado, em (B) vista superior da placa, indicando a
disposicdo das laminulas de vidro. Apds 72 horas, a pelicula bacteriana formada aderiu as laminulas;

estas foram recuperadas e preparadas para observacédo em MEV.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Comparacdao in silico dos genomas de Herbaspirillum seropedicae SmR1 e
do genoma parcial de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1

A sequéncia gendmica de Herbaspirillum seropedicae SmR1 e Herbaspirillum
rubrisubalbicans M1 foi comparada in silico para identificacdo das diferencas génicas
entre elas que possam estar relacionados com o comportamento diferenciado
dessas duas bactérias quando inoculadas no mesmo cultivar de cana de acucar.
Para comparar o conteudo génico destas duas estirpes foram alinhados contigs de
H.rubrisubalbicans M1 com o genoma de H. seropedicae SmR1 (PEDROSA, F. O. et
al., 2011) através dos programas Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org). Os contigs
resultantes foram alinhados com as sequéncias genOmicas de H. seropedicae
(NC_014323) e as regides codificadoras de proteinas em potencial foram
identificadas pelo banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). As regiées com
menos de 75% de identidade com H. seropedicae foram consideradas diferenciais —
exclusivas de H.rubrisubalbicans M1 (MONTEIRO, et al., 2012).

Como resultado desta analise foram encontrados genes relacionados a
biossintese de celulose em H.rubrisubalbicans M1. A comparacao gendmica
mostrou a presenca de um cluster de genes envolvidos na biossintese de celulose
no genoma de H.rubrisubalbicans que estd ausente em H. seropedicae e que foi

identificado como operon wss.

6.2 Anélise do operon wss de H.rubrisubalbicans in silico

O cluster de genes envolvidos com a biossintese de celulose em
H.rubrisubalbicans tem oito genes que codificam para as proteinas YhjQ, WssB,
WssC, WssD, WsskE, WssF, WssG, WssH e Wssl (Figura 14). O gene yhjQ foi

identificado a montante dos genes que codificam para a celulose sintase bacteriana.


http://www.phrap.org/
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Este gene esta presente em um grande nimero de organismos, mas sua
funcdo é desconhecida (KIM et al., 2002). A comparacdo de aminoacidos das
proteinas Wss de H.rubrisubalbicans M1 com as proteinas Wss de Pseudomonas
fluorescens e P. syringae (SPIERS et al., 2003), mostrou que as proteinas WssB,
WssC e WssE correspondem as subunidades da enzima celulose sintase. A
proteina WssD é uma endo-1,4-glucanase necesséria para a biossintese de celulose
em Acetobacter xylinus (ROMLING et al., 2002), As proteinas WssG, WssH e Wssl
sdo homologas a enzima celulose acetilase, indicando que a celulose sintetizada por

H.rubrisubalbicans M1 seja uma forma modificada de celulose (celulose acetilada).

A yhiQ wssB wssC wssD wssE wssF wssG wssH wssl

-35 (ttgcga) —10 (tgttttaat)

B Gene Provavel funcao da proteina codificada
yhjQ e wssF Funcéo desconhecida
wssBCE Subunidades da celulose sintase
wssD endo-1,4-glucanase
wssGHI Celulose acetilase

Figura 14 - Organizacdo do cluster de biossintese de celulose em Herbaspirillum
rubrisubalbicans M1. A presenca do operon wss em H.rubrisubalbicans M1 foi identificada através
da comparacdo in silico entre o genoma de H. seropedicae SmR1 e 2507 contigs de
H.rubrisubalbicans M1. (A) A organizacéo do cluster e (B) identificacdo dos genes foi feita através da

comparacao com o cluster wss de Pseudomonas fluorescens e P. syringae (SPIERS et al., 2003)
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6.3 Ensaios de adesao bacteriana a raiz de milho na presenca da enzima

celulase

Sabendo-se da importancia da biossintese de celulose na manutencdo do
padrdo de adesdo da bactéria as raizes de milho (MATHYSSE, 1981), foram
realizados experimentos de contagem de bactérias aderidas apds 30 minutos de
inoculacdo com organismos previamente tratados com a enzima celulase. Este
ensaio foi realizado com o objetivo de evidenciar se a producdo deste
exopolissacarideo € importante ja nos primeiros passos de interacdo planta-bactéria.

Como mostra a Figura 15, houve uma diminuicdo no numero de bactérias
aderidas a raiz de milho quando estas bactérias sdo previamente tratadas com
250ug/mL de celulase, em compara¢do com as bactérias ndo tratadas. Nota-se uma
diminuicdo significativa no numero de organismos aderidos apdés 30 minutos de
inoculacéo, indicando a importancia da biossintese de celulose ja nos primeiros
momentos da interacdo planta-bactéria, apesar dos niveis de mMRNA serem
alterados significativamente somente ap6s 3 dias de inoculacdo. Observa-se
também uma diminuicdo no ndmero de bactérias aderidas na estirpe SmR1 tratada
com celulase; apesar desta estirpe ndo ser capaz de produzir celulose e da
diferenca ndo ser estatisticamente significativa, tal alteracdo pode se dar pela

presenca de outras glucanas secretadas como EPS pela estirpe SmR1.
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Figura 15 - Determinacdo do numero de bactérias aderidas a raiz de milho, 30 minutos apés a
inoculacdo, na presenca de celulase. As bactérias foram tratadas com 250ug/mL da enzima
celulase, por 2 horas, em estufa 30°C. Apos o tratamento, as células foram lavadas e inoculadas em
plantulas de milho na concentracéo de 10° bactéria/plantula durante 30 minutos. Os controles foram
submetidos ao mesmo procedimento, sendo adicionado apenas o tamp&o da enzima celulase. Apés o
tempo de inoculagao, as bactérias aderidas foram recuperadas de acordo com o item5.8.21. (*) indica
diferenca significativa entre as células tratadas com celulase e as células nado tratadas com nivel de

significancia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat).

Este ensaio na presenca de celulase, indica a importancia deste
exopolissacarideo no processo de interacdo planta bactéria durante o inicio da
interagcdo, nos mecanismos de adeséo bacteriana a raiz das plantulas de milho.
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6.4 Andlises de PCR quantitativa para avaliagcdo da expressado dos genes wss

Para confirmar a importancia da biossintese de celulose nos mecanismos de
adesado planta bactéria, foram analisados os padrbes de expressdo do genes
wssBEF. Realizamos experimentos de PCR quantitativa (QRT-PCR) crescendo o
Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 em diferentes condi¢cdes. Os genes wssBEF ja
sao expressos quando a bactéria é crescida em meio NFbHP Malato suplementado
com 20mM NH4Cl (controle), essa expressdo aumenta levemente em células
recuperadas da superficie de milho 24 horas apés a inoculagdo quando comparado
com o controle. Apés 72 horas de inoculacdo a expressdo dos genes wssBEF
aumentou 3 vezes em comparacao com o controle. Na Figura 16 sdo mostrados os
resultados da analise da expressdo do gene wssB, o0 mesmo padrdo de expressao

foi encontrado para outros dois genes desse operon, WssE e wssF.

4+
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Figura 16 — Express@o do gene wssB em células de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1
crescidas em meio liquido (controle) e aderidas a superficie de raizes e milho 1 e 3 dias ap0s a
inoculacdo. A expresséao relativa foi determinada pelo método 2 -Aact (threshold cycle) usando a
expressdo do rRNA 16S como controle. d.a.i.,, dias apds a inoculacdo. 16S rRNA (R2 = 0,998,

eficiéncia % = 98,157); wssB (R2 = 0,999, eficiéncia % = 95,086).
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Estes resultados mostram que a biossintese de celulose € importante para a
manutencdo das células de H.rubrisubalbicans aderidas a superficie de raizes de
milho, confirmando os dados gerados pelos ensaios enzimaticos.

Sabendo da presenca deste operon em H.rubrisubalbicans M1 e da sua
auséncia em H. seropedicae SmR1, e tendo em vista os dados preliminares gerados
por analises de PCR em tempo real e andlises enzimaticas, foi entdo, construida
uma estirpe mutante no operon de biossintese de celulose (wss) para andlise
fenotipica e determinacdo da importancia deste mecanismo nos processos de

Interacdo planta-bactéria.

6.5 Construcdo de organismos mutantes no gene wssD de Herbaspirillum

rubrisubalbicans

Para a obtencdo da estirpe mutante wssD foi construido o plasmideo
pHRTRTL.

Primeiramente uma regido do gene wssD foi amplificada utilizando os primers
(wssD1 e wssD2) (TABELA 7). Para a reacdo de PCR foi usado gradiente de
temperatura de 50 a 55°C e DMSO em todas as reacdes (Figura 17). A reacdo
referente a temperatura de 55°C foi utilizada para o0s passos posteriores de

clonagem.

TABELA 7 — PRIMERS UTILIZADOS NAS AMPLIFICACOES DESTE TRABALHO

Primer Sentido | Sitio de Sequéncia (5’ > 3’) Aplicacédo Referéncia
restricédo
Amplificar
HRwssD1 F Hind 111 ATCCAGGGAAGCTTGGTGGC aproximadamente Este

500 pb do gene trabalho

wssD de
HRwssD2 R Xho | GAACAGCTCGAGATCGTTGGC ) )
H.rubrisubalbican

S.
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MW 2 3 4 56

S00 pb

Figura 17 - Gel de eletroforese corado com Brometo de Etideo evidenciando o produto da
reacdo de PCR com os primers wssD1 e 2. A seta preta indica o marcador de peso molecular 1kb
na posicdo referente a banda de 500 pb; a seta cinza indica a posicdo do fragmento gerado apos a
reacdo de PCR, com pouco mais de 500 pb. Os poc¢os de 2 a 6 representam as mesmas reacdes

com variagdo da temperatura de 50; 52,5; 55; 57,5; e 60°C.

ApoOs amplificacdo, o inserto foi clonado no vetor linearizado pTZ57R/T,
gerando o plasmideo pHRTRT1, que deve possuir 0 gene lacZ interrompido e
possibilitar a selecdo dos clones positivos. Os possiveis plasmideos foram
transformadas em E. coli Topl10 e selecionados na presenca de Ampicilina e X-Gal.
Os possiveis clones tiveram seus plasmideos purificados pelo método de lise
alcalina e a confirmacdo da clonagem foi feita através das endonucleases de
restricdo, EcoRl e BamHI, gerando um fragmento de aproximadamente 500 pb,
referente ao inserto inserido (Figura 18). Apdés obtencgéo do plasmideo pHRTRT1, o
cassete Km, retirado do vetor pUC4K através dos sitios BamHI foi clonados no

plasmideo pHRTRT1 através do sitio BamHI presente no vetor (Figura 19).
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Figura 18 - Esquema de clonagem do inserto wssD no vetor pTZ57R/T (A), originando o
plasmideo pHRTRT1 (B) que foi transformado em E. coli Top 10. Apés transformacéo, os clones
positivos foram selecionados através do antibiotico ampicilina e X-Gal. (C) Gel de agarose 1%,
tratado com Brometo de Etideo, onde o pogo 1 indica o produto da reacéo de restricdo do plasmideo
pHRTRT1 com as enzimas BamHI e EcoRI confirmando a clonagem, sendo a seta cinza indicadora
da banda referente ao fragmento de DNA do gene wss; 0 po¢o 2 mostra o marcador de peso

molecular 1kb, as setas pretas indicam as bandas referentes a fragmentos de 500 e 3000 pb.
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~1,3kb
] Cassete Km

Figura 19 - Digestdo do plasmideo pUC4K para a obtencdo do cassete Km. (A) Apés a reacdo de

restricdo com a enzima BamHI, o banda do cassete Km foi purificada do gel e pode ser visualizada no

gel de agarose 1% (B), corado com Brometo de etideo. O marcador de peso molecular (MW) 1kb foi

utilizado para comparacéo. As setas pretas indicam as bandas de 1 e 1,5 kb do

marcador e a seta

cinza indica o cassete Km purificado, com aproximadamente 1,3 kb em ambos os pocos.

Os fragmentos do cassete Km mostradas na Figura 19 foram utilizados para

clonagem no plasmideo pHRTRT1, gerando o plasmideo pHRTRT Km® mostrado na

Figura 20.
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Figura 20 - Plasmideo pHRTRT1 com o cassete Km inserido no sitios BamHI.
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A confirmacéo da clonagem foi feita por PCR, utilizando os primers Universal e
Reverso, que possuem sitios de anelamento no vetor. Na presenca do cassete Km
(1.3kb) e do inserto referente ao gene wssD de H.rubrisubalbicans (mais de 500pb)
deve haver a amplificacdo de um fragmento entre 1.8 e 1.9 kb (Figura 21). A
confirmacéo foi feita em 4 possiveis clones, em duplicata, e foi utilizado um controle
negativo, onde o Mix da PCR n&o recebeu a Tag DNA polimerase, comprovando
assim que as bandas observadas sao produtos de PCR.

Plasmideo 3

-TaQ
| Plasmideo 4

- ~ o
o o o
@ o o
T T T
£ Eag &
K] 82 8
o o . o

+TaQ

Plasmideo 1
-TaQ

" Plasmideo 2
+TaQ

~ Plasmideo 4
TaQ

pHRTRT1

4.7 kb

Figura 21 - Esquema do plasmideo pHRTR1 Km" (A), em (B) gel de agarose 1% em TBE, tratado
com Brometo de Etideo. A seta preta indica a banda do marcador de peso molecular (MW)
correspondente a um fragmento de 2 kb e a seta cinza indica o produto da reacdo de PCR utilizando-
se os primers Uni e Rev. Foram testados quatro possiveis clones, em duplicata, como indicado na
figura. Como controle negativo foi feita uma reacdo sem Taq DNA polimerase para cada possivel

clone, evidenciando-se assim que as bandas observadas ndo sdo provenientes de excesso de
template e sim sdo produtos de amplificacéo.
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O plasmideo 1 foi eletrotransformado na estirpe M1 de H.rubrisubalbicans. As
células foram eletroporadas com 3 uL do plasmideo purificado e plaqueadas em
meio solido NfbHP Malato com antibiético Canamicina na concentracdo de 500
pg/mL.

Apoés a recombinacdo homologa através da porcédo do gene wssD, o vetor foi
inserido no genoma de H.rubrisubalbicans interrompendo a expressao do operon de
biossintese de celulose e gerando um mutante simples, chamado TRT1.

A confirmacao do mutante foi feita por analises de PCR.

A estirpe selvagem M1 n&o apresentou produtos de amplificagcdo com estes
primers analisados. Em contrapartida, 0s organismos mutantes geraram um produto
de PCR com o tamanho esperado. Desta forma, confirmou-se a entrada do vetor no
DNA cromossomal de H.rubrisubalbicans.

Todas as estirpes bacterianas, selvagem e mutante, tiveram seu 16S

sequenciado confirmando que se tratam da bacteria H.rubrisubalbicans.

6.6 Caracterizagcdo do crescimento bacteriano das estirpes M1 e TRT1 de

H.rubrisubalbicans

Para verificar se a mutacdo no gene wssD alterou a taxa de crescimento da
bactéria, n6s comparamos as curvas de crescimento das estirpes M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans O crescimento bacteriano foi acompanhado por 22 horas, tendo
inicio no ponto 0, correspondente a D.O.g00nm 0,01.

De acordo com a Figura 22, ndo foram observadas diferencas no crescimento
entre as estirpes. A TABELA 8 mostra os dados de taxa de crescimento e tempo de

geracéo indicando que a mutacdo do gene wssD nao afeta a divisao celular.
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Curva de crescimento das estirpes M1 e TRT1 de H. rubrisubalbicans
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Figura 22 - Perfil de crescimento das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans. O crescimento
bacteriano foi acompanhado através da medicdo da densidade ética em um comprimento de onda de
600nm. A medicéo foi feita a cada uma hora, durante 22 horas. O ponto zero corresponde ao primeiro
ponto da curva com D.0.600 de 0,01. O gréafico demonstra o perfil de crescimento representativo de

dois experimentos independentes.

TABELA 8: TAXA DE CRESCIMENTO E TEMPO DE GERACAO DAS ESTIRPES M1 E TRT1 DE

H.rubrisubalbicans

M1 TRT1
Taxa de Crescimento 0,406 0,385
Tempo de Geracéao (h) 1,708 1,802

6.7 Ensaios de Coloracédo de celulose com Vermelho congo

Foram realizados ensaios utilizando o corante Vermelho congo, capaz de se
ligar a glucanas B(1 * 4) presentes no meio extracelular. O vermelho congo foi
adicionado ao meio NfoHP Malato semi-solido corando as glucanas presentes na

matriz extracelular da pelicula formada no meio semi-soélido (Figura 23).
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Figura 23 - Coloragcdo com Vermelho congo evidenciando a menor produc¢éo de glucanas pela

estirpe TRT em comparacédo com a estirpe M1.

O vermelho congo também foi adicionado ao meio liquido, as estirpes M1 e
TRT1 de H.rubrisubalbicans foram crescidas em meio liquido, sem agitacdo, na
presenca de 0,05% do corante vermelho congo por 48 horas (Figura 24 e a Figura
25).

Figura 24 - Ensaio colorimétrico com o corante vermelho congo 0,005% em meio liquido, sem
agitacdo. O ensaio foi feito em meio Nfb Malato liquido, sem agitagdo, por 48 horas. Nota-se em (A)

que a pelicula formada na interface entre ar-liquido € corada diferencialmente nas estirpes M1 e
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TRT1 de H.rubrisubalbicans. Em (B) as flechas indicam a pelicula ancorada na parede do
erlenmeyer, evidenciando claramente a diferenca de coloracéo e, portanto, a diferenca na producédo
de glucanas entre as estirpes. Foram realizados 3 experimentos independentes em duplicata, as
imagens sdo representativas dos dados obtidos.

25
A
oc
(W]
8
g 1,5 -
.E
bt
18 1 I I~
&
oo _
-
05 ———— —
D T T T 1
malato + CR SmR1 TRT M1
B Ligacdo Relativa ao CR
malato + CR 0,70 £ 0,05
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Figura 25 - Determinacdo da presenca de EPS produzidos pelas estirpes M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans através do ensaio de Ligacé&o relativa ao Vermelho Congo (CR). Os ensaios
foram realizados em meio Nfb malato liquido, por 48 horas, sem agitacdo. Em (A) estdo os gréaficos
de Ligagéo relativa ao corante, onde foram utilizados o meio com o corante vermelho congo e a
coloracdo da estirpe SmR1 de Herbaspirillum seropedicae como controles negativos, ja que esta
estirpe ndo é capaz de produzir celulose. A estirpe SmR1 foi considerada com uma ligacdo relativa
de 1 (um) para normalizacéo dos dados. O ensaio foi realizado de acordo com SPIERS, A. J., et al.,
2003. Em (B) encontram-se os dados diretos da ligacédo relativa ao corante vermelho congo. Os
resultados representam a média de 3 experimentos realizados em duplicata e ha diferencas

significativas com nivel de significancia de p>0.01 entre todos os pontos analisados (teste t, Assistat)
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As imagens da Figura 23 mostram uma diferenca na formacdo da pelicula
bacteriana formada na interface ar-liquido. Nota-se que as peliculas formadas pelas
estirpes M1 e TRT1 séo coradas diferencialmente, indicando uma alteracdo na
guantidade de glucanas produzidas por estas estirpes.

Os Resultados dos ensaios de coloracéo com vermelho congo indicam que ha
uma diferenca significativa entre a quantidade de exopolissacarideos produzidos

pela estirpe M1 e pela estirpe TRT1 de H.rubrisubalbicans.

6.8 Formacédo de Biofilme em matriz inerte pela bactéria H.rubrisubalbicans
estirpes M1 e TRT1

Devido a importancia da celulose para a formacao de biofilme e de agregados
bacterianos (MATTHYSSE et al., 1981) foram realizados ensaios de formacao de
bioflme em matriz inerte — |1& de vidro — pelas estirpes M1 e TRT1 de H,

rubrisubalbicans. (Figura 26).
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Figura 26 - Verificacdo de formacgado de biofilme em matriz inerte, através da coloragcdo com
violeta de genciana apés 2, 4, 6 e 8 horas de inoculacdo. O ensaio foi realizado com as estirpes

M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans. Os resultados representam a média de 3 ensaios independentes
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feitos em duplicata. (*) Diferenca significativa entre TRT1 e M1 com nivel de significancia de p>0.01,
(**) diferencas significativas entre TRT1 e M1 com nivel de significancia de p>0.05 (Teste T,

programa Assistat).

Os resultados apresentados nesse gréfico mostram uma diferenca
significativa entre a formacao de biofilme nos pontos de 6 e 8 horas, indicando que a
celulose parece ser importante para a formagéo de biofilme bacteriano.

O biofilme € uma forma de manter os microrganismos em um local especifico
por periodos suficientes para que se iniciem as interacfes benéficas ou antagbnicas
com a planta hospedeira (FUQUA, 2007), logo a deficiéncia na producéo de celulose
e a consequente diminuicdo na formacdo de biofilme sugerem que a celulose é

importante para o processo de interacéo planta-bactéria.

6.9 Verificacdo da Formacéao de biofilme bacteriano em matriz inerte utilizando

coloracéo com calcofltor.

Nesse experimento foi utilizado calcofltor para a verificagcdo da formacéo de
biofilme em |a de vidro apés 24 horas de incubacdo. O calcoflior é um corante que
se liga a moléculas de glucanas ligadas (1 - 4) e emite fluorescéncia quando
excitado por luz UV. As bactérias foram crescidas em meio Nfb Malato na presenca
de 50mg de la de vidro. ApGs o crescimento, a |la de vidro foi recuperada e corada

com calcofltor (Figura 27).
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CONTROLE

Figura 27 - Colorac&o do Biofilme com calcofltor. Ensaio de microscopia de fluorescéncia em 1a
de vidro corada com calcoflGor evidenciando a presenca de celulose apenas na estirpe M1 de
H.rubrisubalbicans. As imagens da esquerda mostram microscopia de luz e as imagens da direita
mostram a mesma regido sob microscopia de fluorescéncia. As amostras foram observadas em
microscépio Carl Zeiss — Jena, com objetiva de 25x, as imagens foram capturadas pela camera
AxioCam MRc e o software AxioVision L.E 4.6 foi utilizado para obtencdo das imagens. Estas

imagens séo representativas de trés ensaios independentes realizados nas mesmas condicdes.
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Varios estudos mostram que a deficiéncia na producdo de expolissacarideos
pode estar relacionada com alteragbes nos padrbes de formacdo de biofilme.
Estirpes de V. cholerae mutantes em genes relacionados a biossintese de EPS séo
incapazes de formar agregados bacterianos e estruturas tridimensionais de biofilme
(WATNICK e KOLTER, 1999). Os resultados obtidos neste experimento indicam que
h& uma diferenca na quantidade de glucanas ligadas B(1 > 4) entre as estirpes
TRT1 e M1 durante a formacdo de biofilme bacteriano. Estes dados corroboram
diversos estudos que evidenciam a importancia da biossintese de polissacarideos
nos processos de agregamento bacteriano. Além disso, os dados nos levam a inferir
que a estirpe TRT1 ndo é capaz de produzir celulose e que esta esta diretamente
envolvida com a producdo de agregados bacterianos na estirpe M1 de

H.rubrisubalbicans.

6.10 Ensaio de Motilidade das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans

A motilidade € caracterizada por movimentos bacterianos em ambientes
aguosos (“swimming”) ou ao longo de superficies utilizando diferentes modos de
translocacdo. Em alguns casos a motilidade em superficies solidas ou semi-sélidas é
possivel devido a excrecdo de moléculas bacterianas responsaveis por formar uma
pelicula fluida onde os microrganismos conseguem se movimentar (“swarming”)
(HENRICHSEN, J. et al., 1972; HARSHEY, R. M. et al, 1994). Nestes casos as
bactérias se traslocam através de flagelos. Em superficies sélidas pode ocorrer o
movimento de “twitching motility”; neste caso o movimento é dependente do pili do
tipolV (HENRICHSEN, J., et al., 1983).

As vaérias formas de motilidade apresentadas pelas bactérias tornam-as
capazes de estabelecer relacbes simbidticas e patogénicas com plantas
(OTTEMANN e MILLER, 1997).

A motilidade pode trazer varios beneficios, como aumento da eficiéncia na
aquisicdo de nutrientes, protecdo contra substancias toxicas, habilidade de se
traslocar para hospedeiros e acesso aos sitios de colonizacdo preferenciais
(RASHID E KORNBERG, 2000; WALL e KAISER, 1999)
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Muitos trabalhos tem relacionado a formacgao de biofilme com a motilidade,
essa relacdo se da pela adesdo a superficie e expansdo sobre o substrato. Tal
relacdo vem ganhando relevancia nos estudos atuais sobre biofilme e motilidade
(VERSTRAETEN et al., 2003 e KOLTER et al. 2006)

Um trabalho realizado com uma biblioteca de mutantes de Variovorax
paradoxus mostra que a maioria dos organismos mutantes que apresentam
alteracdes na formacéo de biofilme, apresentam também alterac6es na motilidade;
entre os organismos testados foram encontrados mutantes para genes de sintese de
exopolissacarideos, como epsB e epsA que sdo capazes de alterar o fendtipo
padrao tanto de formacao de biofilme quanto de motilidade em V. Paradoxus (PEHL
et al.;2012).

Sabendo-se da alteracdo na formacéo de biofilme apresentada pelo mutante
TRT1 de H.rubrisubalbicans foram realizados ensaios de motilidade com o objetivo
de avaliar o possivel envolvimento da sintese de EPS com os mecanismos de

expanséo e motilidade das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans (Figura 28).
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Tamanho do Halo (cm)

Figura 28 - Ensaio de Motilidade realizado com as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans. O
Ensaio foi realizado através da medicdo do halo formado pelo crescimento e motilidade das estirpes
indicadas em meio Nfb Malato com 0,25% de &gar. (A) mostra os grafico de comparagdo entre as
estirpes M1 e TRT1 e em (B) uma imagem representativa do ensaio realizado para a geracéo destes
dados. Os resultados representam a média de 4 ensaios independentes. (*) Diferenca significativa

entre TRT1 e M1 com nivel de significAncia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat).

Assim como em outros organismos, 0s resultados mostram que a estirpe
TRT1 teve a sua motilidade alterada quando comparada com a estirpe M1,
sugerindo que a deficiéncia na producdo de celulose altera a motilidade da bactéria

tanto quanto a formacgé&o de biofilme.
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6.11 Andlise da Composicdo Monossacaridica dos Exopolissacarideos
produzidos pelas estirpes M1 e TRT 1 de H.rubrisubalbicans através de

cromatografia gasosa

A analise de composicdo monossacaridica das amostras de EPS purificadas
das estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans foram feitas através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Esta andlise teve o objetivo de avaliar
possiveis alteracbes na composicdo dos exopolissacarideos produzidos pelas
estirpes estudadas (TABELA 9).

TABELA 9: COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS AMOSTRAS DE EPS PURIFICADAS DAS
ESTIRPES M1 E TRT1 DE H.rubrisubalbicans. OS DADOS SAO MOSTRADOS EM FORMA DE
PORCENTAGEM SOBRE O TOTAL DE CADA AMOSTRA.

Ramnose Fucose Xilose Manose Galactose Glucose
M1 5,69 5,26 8,69 14,72 39,40 26,22
TRT1 0,55 2,37 0,53 16,32 41,78 38,42

Os EPS foram extraidos do sobrenadante de culturas das estirpes M1 e TRT1
suplementadas com glucose. O rendimento da purificacdo de EPS foi similar e baixo,
indicando que nessas condicbes de crescimento as duas estirpes produzem uma
pequena quantidade de EPS. A andlise da composicdo monossacaridica das
amostras encontrou diferencas na composicdo dos exopolissacarideos produzidos
pelas estirpes M1 e TRT1. Nota-se que a estirpe TRT1 apresenta uma diminui¢ao
drastica na porcentagem de ramnose e xilose e um leve aumento na porcentagem
de glucose quando comparada com a estirpe M1.

Sabendo-se que a quantidade de EPS obtida (2 miligramas) foi similar e que a
composicdo destes EPS foi ligeiramente diferente, pode-se inferir que outros
exopolissacarideos estejam sendo sintetizados para compensar a auséncia da
biossintese de celulose, ja que foram observadas diferencas no padréo de formacgéo
biofilme e de composi¢do dos polissacarideos e ndo foram observadas diferengas na

producdo de EPS em quantidade (miligramas).
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As amostras também foram analisadas por ressonéncia nuclear magnética.
Mas devido ao baixo grau de rendimento e pureza das amostras nao foram obtidos

resultados satisfatorios.

6.12 Determinacdo da atividade celulolitica das estirpes M1 e TRT1 de

H.rubrisubalbicans

Com o objetivo de determinar se as estirpes M1 e TRT1 possuem atividade
celulolitica foram realizados ensaios de coloracdo com iodo de gram (Figura 29). A
solucdo de iodo de gram é capaz de complexar com a caboximetilcelulose (CMC)
adicionada ao meio de cultura, resultando na coloracdo escura; ao passo que €&
incapaz de se ligar a glucose, produto da degradacédo pelas enzimas celuloliticas,

formando halos ao redor dos pontos de inoculagdo (KASANA, R. C., et al., 2008).

.

Figura 29 - Determinacdo da atividade celulolitica das estirpes M1 e TRT1 de

H.rubrisubalbicans. As bactérias foram inoculadas em placas de meio LA, contendo 0,2% de
carboximetilcelulose (CMC) e foram posteriormente coradas, por 5 minutos, com uma solugéo de iodo
de gram para evidenciagao dos halos oriundos da atividade celulolitica. Foram inoculadas as estirpes
M1, TRT1 de H.rubrisubalbicans e a estirpe SmR1 de H. seropedicae. A estirpe SmR1 também
possui celulases em seu genoma e foi utilizada como controle positivo. A imagem acima €

representativa de 3 ensaios independentes.
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A Figura 29 mostra a atividade celulolitica das estirpes M1, TRT1 e SmRL1.
Apesar de haver uma leve diferenca no tamanho do halo formado entre as estirpes
M1 e TRT1, ndo houve diferenca significativa na atividade celulolitica entre as
estirpes analisadas, mostrando que a mutacdo no operon de biossintese de celulose
ndo esta relacionada diretamente com os mecanismos de degradacédo de celulose

presentes na bactéria M1 H.rubrisubalbicans.

6.13 Ensaios de Interacdo planta bactéria realizados com a estirpe selvagem de
H.rubrisubalbicans M1 e mutante TRT1.

Durante todo o processo de interacdo planta-bactéria ja foi demonstrada a
importancia de diversas moléculas de polissacarideos no ancoramento e ha
manutengdo destes organismos no hospedeiro. Em Rhizobium meliloti os
exopolissacarideos sdo altamente requeridos para a formacdo de nddulos em
leguminosas (LEIGH et al., 1985).

Com o objetivo de verificar se a celulose esta envolvida na colonizagéo
epifitica e endofitica de raizes de milho pelas estirpe M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans foram realizados ensaios de adesdo e colonizacdo interna de
raizes de milho.

A contagem de bactérias aderidas a raiz de milho foi feita ap6s 1, 3 e 7 dias

de inoculacéo (Figura 30)
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Figura 30 - Ensaio de Adeséo realizado com as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans. A
contagem de bactérias epifiticos foi feita logo apds a inoculagdo (Adeséo) e 1, 3 e 7 dias apos a
inoculacdo (d.a.i.). As barras representam o desvio padrdo observado nos experimentos. Os dados
representam a média de, no minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em cada ensaio. (**) Ha
diferenca significativa entre TRT1 e M1 com nivel de significancia de p>0.01 (Teste T, programa

Assistat)

A adesdo da estirpe mutante TRT1 é cerca de 50 vezes menor quando
comparado a estirpe selvagem M1. Ensaios realizados com A. tumefacis e R.
leguminosarum mostraram a importancia da celulose como agente ancorador da
bactéria a superficie da raiz da planta garantindo uma adeséo mais firme e eficiente
(MATHYSSE et al, 1981 e AUSMEES et al.,, 1999) . Os resultados obtidos com
H.rubrisubalbicans M1 e TRT1 indicam que a celulose esta envolvida no processo
de interacdo planta bactéria e que € importante neste processo de adesdo e
ancoramento bacteriano a raiz da planta.

Foram realizados também ensaios de contagem de bactérias totais (epifiticas

+ endofiticas) (Figura 31) e bactérias endofiticas (Figura 32).
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Figura 31 - Contagem de bactérias totais realizado com as estirpes M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans. A contagem das bactérias foi feita apds 1, 3 e 7 dias de inoculacéo. As barras
representam o desvio padrdo observado nos experimentos. Os dados representam a média de, no
minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em cada ensaio. (*) Diferenca significativa entre TRT1 e M1
com nivel de significancia de p>0.05 (**) Diferenca significativa entre TRT1 e M1 com nivel de

significancia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat)

De acordo com a contagem de bactérias totais mostrada na figura 31, ha uma
diferenca significativa entre a contagem das estirpes M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans em todos os dias analisados, mostrando mais uma vez o

envolvimento da celulose nos processos de interagao.
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Figura 32 - Contagem de bactérias endofiticas de raizes de milho inoculados com as estirpes
M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans. A contagem das bactérias foi feita ap6s 1, 3 e 7 dias de
inoculacdo (d.a.i.). As barras representam o desvio padréo observado nos experimentos. Os dados
representam a média de, no minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em cada ensaio. (*) Diferenca
significativa entre TRT1 e M1 com nivel de significAncia de p>0.05. (**) Diferenca significativa entre

TRT1 e M1 com nivel de significaAncia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat).

A Figura 32 mostra a contagem de bactérias endofiticas ap6s 1, 3 e 7 dias de
inoculacdo. Nota-se uma diminuicdo significativa, de até 40 vezes, no numero de
bactérias endofiticas da estirpe TRT1 quando comparado com a estirpe M1.

Diversos estudos mostram a importancia da biossintese de EPS na interacao
planta-bactéria. Os EPS mais comuns sdo B-1,2 glucanas em Rhizobiaceae
(HISAMATSU et al., 1987), celulose em espécies de Agrobacterium (MATTHYSSE
et al,, 1983) e Rhizobium (SMIT et al.,, 1987) e alguns alginatos em espécies de
Pseudomonas (FETT et al., 1989).

Ensaios realizados com organismos mutantes para a producao de celulose de
Agrobacterium tumefacis, mostraram uma deficiéncia nos processos de adesédo da
bactéria a raiz de plantas (MATHYSSE, 19981) exatamente como é evidenciado nos
ensaios realizados no Figura 30, com Herbaspirillum rubrisubalbicans.

Os resultados encontrados nos ensaios de interagdo planta-bactéria

corroboram estes estudos e evidenciam claramente a importancia da biossintese de
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celulose nos processos de ancoramento e estabilizacdo da bactéria Herbaspirillum

rubrisubalbicans M1 no hospedeiro, neste caso, plantulas de milho.

6.14 Determinacdo dos parametros de crescimento da planta de milho 7 dias

apoés ainoculacdo com as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans

Para avaliar a possivel alteracdo dos parametros das plantas inoculadas com
as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans, foram realizados ensaios de medicdo
do peso fresco, peso seco, comprimento da raiz e da parte aérea e numero de

raizes apoés 7 dias de inoculacdo em plantas de milho (Figura 33 e Figura 34).
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w025 £ Vel
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5 0.2 © o015 b M1
G 015 9 Lm W TRT
0,1 0,005 1
0,05 0
0 Peso seco - P.  Peso seco- Raiz
Peso fresco - P. Aérea Peso fresco - Raiz Aérea
B Peso fre;co Peso fresco Peso seco Peso seco
PARTE AEREA RAIZ PARTE AEREA RAIZ
(gramas) (gramas) (gramas) (gramas)
Controle 0,296 + 0,131 0,105 + 0,045 0,023 £0,010 0,010 + 0,002
M1 0,379 + 0,083 0,137 + 0,045 0,023 + 0,005 0,007 + 0,003
TRT 0,252 + 0,116 0,085 + 0,043 0,019 + 0,008 0,010 + 0,003

Figura 33 - Ensaio de medicdo do Peso seco e do Peso Fresco de plantas de milho inoculadas
com M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans apés 7 dias de inoculacdo. Em (A) a representacao grafica
dos resultados obtidos. As barras de erros representam o desvio padrdo encontrado em 3
experimentos independentes feitos com 10 plantas cada. A TABELA (B) mostra os resultados das

medicdes realizadas.
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folha
Tamanho da PARTE Tamanho da RAIZ Numero de Raizes
AEREA (cm) (cm)
Controle 7,62 +£2,19 13,70 £5,29 11,67 + 3,24
M1 8,95+ 1,97 12,26 + 4,32 7,00 £ 2,77
TRT 6,37 + 2,47 13,15+ 6,34 9,14 + 3,02

Figura 34 - Ensaio de medicdo do comprimento da parte aérea e da raiz e a contagem do
numero de raizes adventiceas de plantas de milho inoculadas com M1 e TRT1 de
H.rubrisubalbicans apés 7 dias de inoculacdo. Em (A) a representacdo grafica dos resultados
obtidos. As barras de erros representam o0 desvio padrdo encontrado em 3 experimentos
independentes feitos com 10 plantas cada. A TABELA (B) mostra os resultados das medic8es

realizadas

Os resultados mostrados na figura 33 e 34 indicam que ndo houve diferencas
significativas entre o crescimento das plantas controle e das plantas inoculadas com
M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans.
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6.15 Ensaios de Patogenicidade com plantas de Cana-de-agucar B-4362

Em algumas bactérias patogénicas para vegetais, como Pseudomonas
syringae pv. syringae , a deficiéncia na producao de EPS provocou uma alteracéo no
padrao de infeccdo e de manifestacdo de sintomas (QUINONES et al., 2005). Com o
objetivo de saber se a celulose estd relacionada com o0s mecanismos de
desenvolvimento de doencas, foram realizados ensaios de patogenicidade na
variedade B-4362 de cana-de-aclUcar. As plantas com aproximadamente 70 dias
foram inoculadas com 10° bactéria e acompanhadas durante 30 dias. Ap6s 20 dias
foram observados sintomas de doenga nos dois casos analisados (Figura 35).
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Figura 35 - Ensaio de patogenicidade realizado com plantas de Cana de acglUcar B-4362
inoculadas com M1 e TRT de H.rubrisubalbicans. Os (*) indicam pontos de lesdo da doenca da

estria vermelha. As imagens sao representativas de 4 plantas testadas para cada condicao.
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De acordo com os dados do experimento de patogenicidade, apesar da
biossintese de celulose ser importante nos processos de Adesdo e Colonizagédo
Interna ela ndo parece ser decisiva para o desenvolvimento da doenca da estria
mosqueada na variedade B-4362 de Cana-de-agucar. Em H.rubrisubalbicans,
apesar de haver alteracdo na producao de biofilme e nos ensaios de contagens de
bactérias em plantas, ndo houve alteracdo do fendtipo de patogenicidade nas

condi¢cBes analisadas.

6.16 Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram realizados ensaios de microscopia eletrénica de varredura (MEV) com
0 objetivo de avaliar possiveis alteracbes no padrédo de formacdo da pelicula de

biofilme entre as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans (Figura 36).
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Figura 36 — Microscopia Eletrénica de Varredura das estirpes M1 e TRT 1 de

H.rubrisubalbicans. As bactérias foram crescidas em placas de petri contendo meio liquido e
laminulas de 1 cm de diametro. As laminulas recuperadas apos 72 horas foram observadas e as
imagens mostram a pelicula bacteriana formada sobre a laminula. As imagens foram feitas em
microscépio eletrdnico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de Microscopia Eletrénica —
Universidade Federal do Parana. O aumento utilizado e as escalas estéo indicados nas micrografias.
Em (C) as setas indicam a diferenca na disposicdo das fibrilas observadas nos agregados

bacterianos.
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Durante a realizagdo do ensaio foram obtidas peliculas nas duas estirpes
analisadas, sendo que a pelicula formada pela estirpe TRT1 era mais fragil e
facilmente removida. De acordo com as imagens observadas na figura 38A, nota-se
que o biofiilme formado pela estirpe M1 parece ser mais compacto quando
comparado com o0 mesmo biofilme da estirpe TRT1. A estirpe M1 apresenta grandes
agregados bacterianos, enquanto a estirpe TRT1 apresenta agregados menores e
mais espacados. Em todas as imagens sao observadas pequenas fibrilas,
caracteristicas de fibras de polissacarideos (Figura 38B).

Apesar de serem observadas fibrilas nas duas estirpes, os agregados
bacterianos formados pela estirpe M1 se apresentam maiores e mais compactos e
os agregados de fibrilas indicados pelas setas nas imagens estdo presentes em alta
guantidade na estirpe M1, o que ndo ocorre na estirpe TRT1.

Diante destes resultados, podemos concluir que a mutacdo no gene wssD
leva a alteracdes no padrao de formacéo da pelicula bacteriana através da alteracédo
do padréo de fibrilas, como indicado pelas setas na Figura 38C. Estas alteracoes,
apesar de ndo serem contundentes, levam a formacdo de agregados bacterianos

menores e consequente alteracdo na formacéo de biofilme bacteriano.

6.17 Ensaios de Competicdo entre as estirpes M1 e TRT1 de H.rubrisubalbicans

Foram realizados ensaios de competicdo entre as estirpes analisadas neste
trabalho com o objetivo de avaliar possiveis vantagens competitivas relacionadas a
producédo de celulose. No Figura 37 € mostrado um ensaio de adesdo e competicdo
entre as estirpes estudadas. A diferenciacdo das estirpes foi realizada utilizando-se

0s antibiéticos adequados.
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Figura 37 — Ensaio de Adesdo e Competicdo entre as estirpes M1, TRT1 de H.rubrisubalbicans
e a estirpe SmR1 de H. seropedicae. A contagem das bactérias foi feita ap0s a inoculagdo. As
barras representam o desvio padrdo observado nos experimentos. Os dados representam a média

de, no minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em cada ensaio. (*) Diferenca significativa entre

*
I
TRT

L ] L J

Estirpes Isoladas Estirpes em Competigdo 1:1

TRT1 e M1 com nivel de significAncia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat).

I* |

M1 TRT SmR1l RAMI1O M1 RAMID SmR1 TRY M1

N WA N o N

:

—

Log,, (nimero de bactérias . g'* de raiz
de milho fresca)

— ——

Figura 38 — Ensaio de Competicdo epifitica entre as estirpes M1, TRT1 de H.rubrisubalbicans e
as estirpes RAM10 e SmR1 de H. seropedicae 1 dia apos a inoculagdo. A contagem das bactérias
epifiticas foi feita um dia ap6s a inoculagdo. As barras representam o desvio padréo observado nos
experimentos. Os dados representam a média de, no minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em
cada ensaio. (*) Diferenca significativa entre TRT1 e M1 com nivel de significancia de p>0.01 (Teste

T, programa Assistat).
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Os resultados apresentados nas figuras 37 e 38 mostram uma diminui¢do no
numero de bactérias da estirpe RAM10 de H. seropedicae (estirpe SmR1 marcada
com GFP, proteina verde fluorescente, e resistente a Canamicina) aderidas e
colonizando epifiticamente raizes de milho quando esta € co-inoculada com a estirpe
M1 de H.rubrisubalbicans. Essa diferenca continua sendo observada mesmo quando
co-inoculamos a estirpe RAM10 numa proporg¢ao de 10:1 com M1 (figura 39). Os
resultados obtidos sugerem que que a estirpe M1 H.rubrisubalbicans possui uma

vantagem sobre a estirpe RAM10.

Log,, (niimero de bactérias . g* de raiz
de milho fresca)

0+ ; 7 T ; :
M1 : RAM10 M110 : RAM4 M1 : RAM10 10

Figura 39 — Ensaios de Adesao em Competicdo com as estirpes M1 e RAM10 de H. seropedicae
nas propor¢gdes 1:1, 1:10 e 10:1.0 ensaio de Competicdo foi realizado 30 minutos apds a
inoculacdo. A estirpe RAM10 foi utilizada para representar a estirpe SmR1, ja que possui um cassete
de resisténcia ao antibiético Canamicina, possibilitando a diferenciacdo das estirpes bacterianas. As
barras representam o desvio padrao observado nos experimentos. Os dados representam a média
de, no minimo, 3 ensaios distintos com 5 plantas em cada ensaio. (*) Diferenca significativa entre

TRT1 e M1 com nivel de significAncia de p>0.01 (Teste T, programa Assistat).
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Porém essa diferenca de adesdo e colonizacéo epifitica das estirpes de H.
seropedicae ndo ocorre quando esta € co-inoculada com a estirpe mutante TRT1,
Esses resultados indicam que a vantagem competitiva da estirpe M1 sobre o H.
seropedicae ndo ocorre quando o gene wssD é mutado, sugerindo que a celulose

esta envolvida nesse processo.



91

7. CONCLUSOES

e As comparagdes gendmicas entre as estirpes SmR1 de H. seropedicae e M1
de H.rubrisubalbicans mostraram varios genes espécie especificos possivelmente
relacionados aos processos de interacdo planta bactéria, entre eles, proteinas
efetoras do Sistema de Secrecéo do Tipo Ill e um cluster de genes relacionados com
a biossintese de celulose.

e A expressdo dos genes do operon wss € aumentada durante a adesado com
as raizes de milho, indicando o envolvimento deste operon na interacdo de
H.rubrisubalbicans com raizes de milho. .

e A mutacdo no gene wssD afetou a producédo de EPS pela estirpe mutante
TRT1 de H.rubrisubalbicans, sugerindo que pode ter ocorrido a diminuicdo da
sintese de celulose.

¢ A mutacdo no gene wssD alterou a producdo de biofiime e a motilidade da
estirpe mutante TRT1 de H.rubrisubalbicans, indicando que a biossintese de
celulose pode ser importante para esses dois processos.

e A mutacdo no operon wss, apesar de ser importante para a interagdo planta
bacéteria, ndo é essencial para o desenvolvimento da doenc¢a da estria mosqueada
na variedade B4362 de cana-de-alcar.

= A mutacdo no gene wssD afetou a adesao, a colonizacéo epifitica e endofitica
de raizes de milho pela bactéria H.rubrisubalbicans TRT1. Esses resultados
mostram que a biossintese de celulose é importante para a interacdo entre

H.rubrisubalbicans e o milho.
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